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A i r A c t o f 1 9 7 0
,
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t h e p o l lu t i o n d i s p e r s i o n ( i n v e r s i o n s ) o f t e n s u r p a s s t h e l im i t A m o n g t h e s e a r e a s a r e L o s
A n g e l e s a n d B a k e r s f i e l d , C A , D e n v e r , CO , a n d m a n y c it i e s a l o n g t h e O h i o R i v e r V a l l e y
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t h r o u g h o u t t h e w o r l d t o a s s e s s t h e a d v e r s e h e a l t h c o n s e q u e n c e s o f a i r b o r n e PM E a r l y
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a s s o c i a t e d w i t h l o w l e v e l s o f a i r p o l l u t i o n H o w e v e r , r e c e n t s t u d i e s u t i l i z i n g t im e s e r i e s
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C o n f o u n d i n g i n E p i d e m i o l o g y S t u d i e s
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n o t b e e n a b l e t o d e m o n s t r a t e s i g n i f i c a n t a d v e r s e h e a l t h e f f e c t s a t o r b e l o w t h e c u r r e n t
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m e a s u r e m e n t s do n o t a c c o u n t f o r i n d i v i du a l v a r i a b i l i t y i n o u t d o o r e x p o s u r e d u r a t i o n o r
p h y s i c a l a c t i v i t y T h e p e r c e n t a g e o f i n d o o r v e r s u s o u t d o o r e x p o s u r e i s o f t e n g r e a t e r t h a n
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l y m p h a t i c s y s t e m h a s n o t b e e n t h o r o u g h l y r e s e a r c h e d, a n d i t i s u n c l e a r w h e t h e r o r n o t P M
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t i s s u e f o r i n c r e as e s i n t r a n s i t i o n m e t a l c o n c e n t r a t i o n f o l l o w in g c o n c e n t r a t e d a m b i e n t PM a n d
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c o n t r a c t i o n / c o n d u c t io n i r r e g u l a r i t i e s i n s t u d i e s e x a m i n i n g i s o l a t e d m y o c a r d i a l t i s s u e
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s u g g e s t t h a t w h i l e t h e i r d i r e c t t r a n s l o c a t i o n t o c a r d i a c t i s s u e i s p l a u s i b l e , i t m o s t l i k e l y
o c c u r s o v e r a p e r i o d o f w e e k s a n d t h e r e f o r e c o u l d n o t a c c o u n t f o r t h e a c u t e m o r t a l i t y
c h a n g e s a s s o c i a t e d w i t h PM
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P M h a s b e e n s h o w n t o c a u s e lu n g f u n c t i o n d e f i c i t s i n a n im a l s G r o s s e t a l ( 1 9 9 2 )
i n s t i l l e d F i s c h e r - 3 4 4 r a t s w it h 10 m g o r 4 0 m g s i l i c a a n d f o u n d d o s e - r e l a t e d d e c r e a s e s i n
i n s p i r a t o r y c a p a c it y a n d g a s d i f f u s i n g c a p a c i t y o v e r a p e r i o d o f o n e t o s ix m o n t h s Sim i l a r
r e s u l t s w e r e r e p o r t e d b y W r i g h t e t a l ( 1 9 8 8 ) o n e m o n t h f o l l o w i n g i n s t i l l a t i o n o f 3 0 m g
qu a r t z i n f em a l e Sp r a g u e - D a w l e y r a t s B o t h s t u d i e s r e p o r t e d i n c r e a s e d a m o u n t s o f n o d u l a r
f i b r o s i s o v e r t h e c o u r s e o f s e v e r a l w e e k s t o w h i c h t h e s e l u n g f u n c t i o n c h a n g e s w e r e
a t t r i b u t e d
P M a n d s o m e o f i t s i s o l a t e d c o m p o n e n t s h a v e a l s o b e e n s ho w n t o a l t e r im m u n e
d e f e n s e f u n c t io n w h i c h m a y i n c r e a s e t h e i n f e c t i o n r a t e a n d s e v e r i t y o f p n e u m o n i a o r a c u t e
b r o n c h i o l i t i s H a t c h e t a l ( 1 9 8 5 ) d e m o n s t r a t e d s i gn if i c a n t e x c e s s m o r t a l i t y i n i n f l u e n z a -
i n f e c t e d m i c e e x p o s e d t o v a r i o u s s a m p l e s o f PM D e m o n s t r a t io n s o f d e c r e a s e d a n t i b o d y
p r o d u c t i o n (Sp i e g e l b e r g e t a / , 1 9 84 ) a n d v i r u s - i n d u c e d l u n g c o n s o l i d a t i o n (H a h o n e t a l ,
1 9 8 5 ) i n r o d e n t s c a u s e d b y e x p o s u r e t o c e r t a i n du s t s (d i e s e l e x h a u s t a n d N i o x i d e ,
r e s p e c t i v e l y ) s u g g e s t t h e im m u n e r e s p o n s e i s o n l y a f f e c t e d f o l l o w i n g s e v e r a l w e e k s o f
e x p o s u r e
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e n v i r o n m e n t Y a n g a n d Y a n g ( 19 9 4 ) d e m o n s t r a t e d d e f i c i t s i n l u n g f u n c t i o n t e s t s a n d
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^ Wh i l e
t h e r e s u l t s d e m o n s t r a t e d a d v e r s e e f f e c t s a t e n v ir o n m e n t a l l y r e l e v a n t e x p o s u r e l e v e l s , t h e y
w e r e c o n f o u n d e d du e t o h i gh l e v e l s o f N O 2 , SO 2 , a n d C O c o n t a i n e d w i t h i n t h e a i r p o l l u t i o n
m i x t u r e u s e d i n t h i s s t u d y Si n c e a l l o f t h e s e c o m p o u n d s a r e c r i t e r i a p o l l u t a n t s a n d c a n
a f f e c t t h e c a r d i o p u lm o n a r y s y s t e m , i t i s d i f f i c u l t t o i s o l a t e t h e b r o n c h o c o n s t r i c t i v e e f f e c t s
o f P M l O
I n h a l a t io n o f r a d i o l a b e l l e d p a r t i c l e s (T e c h n e g a s ) f o r l u n g im a g i n g p r o c e d u r e s c a u s e d
h y p o x e m i a i n 8 7% o f s u bj e c t s a f t e r o n l y a f e w b r e a t hs (Ja m e s e t a i , 1 9 9 2 ) T h e s e 5 0 n m
p a rt i c l e s a r e pr im a r i l y c a r b o n w i t h s u r f a c e c o m p l e x e d
^ ^ T c " H y p o x e m i a w a s g r e a t e r t h a n
10% i n o v e r a t h i r d o f t h e p a t i e n t s , w h i c h c o u l d l e a d t o s e r i o u s p h y s i o l o g i c a l c o n s e q u e n c e s
f o r p a t i e n t s w i t h C O PD o r c o r o n a r y / c e r e b r a l v e s s e l d i s e a s e
P a t h w a y s f o r P o t e n t i a l M y o c a r d i a l I n s u l t
P a t h w a y s b y w h i c h P M m a y a f f e c t t h e m y o c a r d i u m o r s i g n a l c o n du c t i o n h a v e b e e n
h y p o t h e s i z e d, a n d s o m e o r a l l o f t h e p a t h w a y s p o s i t e d m a y p r o du c e t h e o b s e r v e d e f f e c t s
W i t h n o e v i d e n c e o f e x t r a p u l m o n a r y d i s t r i b u t i o n o f P M o r i t s c o n s t i t u e n t s , i t i s l i k e l y t h a t
PM a f f e c t s t h e h e a rt b y i t s a c t i o n o n t h e l u n g s I t i s p o s s i b l e t h a t t h e o b s e r v e d
c a r d i o v a s c u l a r a s s o c i a t io n w i t h i n c r e a s e d PM i s m e r e l y t h e r e s u l t o f m i s d i a g n o s e d
p u lm o n a r y d i s e a s e , e s p e c ia l ly e n d- s ta g e C O PD w h e n c a r d i a c a b n o r m a l i t e s a r e c o m m o n d u e
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t o h y po x e m i a (B a t e s , 19 9 2 ) A l t e r n a t i v e l y , s u b s t a n t i a l PM - i n du c e d i n c r e a s e s i n e n do t h e l i a l
p e r m e a b i l i t y a n d r e s u l t a n t p u l m o n a r y e d e m a c o u l d i n c r e a s e l e f t a t r i a l s y s t o l i c p r e s s u r e ,
w h i c h c a n , i n t u r n , l e a d t o s l i g h t b u t p h y s i o l o g i c a l l y s i g n i f i c a n t a r r h y t h m i a s . T h e p o s s i b i l i t y
o f p a r t i c l e - i n d u c e d (p r im a r i l y u l t r a f m e s ) c h r o n i c a l v e o l a r i n f l am m a t i o n a l t e r i n g s e r u m
c o m p o s i t i o n a n d p r e di s po s i n g i n d iv i d u a l s t o c l o t f o r m a t i o n a n d t h r o m b i i h a s b e e n p r o p o s e d
(Se a t o n e i a l , 1 9 95 ) b u t i s a s y e t u n p r o v e n U n p u b l i sh e d s t u d i e s f r o m t h i s l a b i n v e s t i g a t i n g
c h a n g e s i n c l o t t i n g t im e a n d fi b r i n o l y t i c a c t i v it y r e l a t e d t o R O F A e x p o s u r e w e r e
i n c o n c lu s i v e (G a r d n e r , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) . O th e r l a b o r a t o r i e s h a v e r e p o r t e d
i n fl a m m a t o r y c y t o k i n e p r o d u c t i o n a n d r e l e a s e f o l lo w i n g e x p o s u r e t o l o w l e v e l s (9 ^ g /m
^
)
o f a T e f l o n c o m b u s t i o n p a r t i c l e (m e d i a n d i a m e t e r 2 6 n m ; O b e r d o r s t e r , 1 9 9 5 ) C i r c u l a t i n g
c y t o k i n e s m a y c o n t r i b u t e t o t h e i n c r e a s e d n u m b e r s o f c a r d i a c m a c r o p h a g e s r e p o r t e d
f o l l o w i n g e x p o s u r e t o c o n c e n t r a t e d P M (G o d l e s k i , 1 9 9 6 )
N e u r a l p a t hw a y s r e p r e s e n t a n o t h e r p o s s ib l e m e c h a n i s m b y w h i c h P M c o u l d i n fl u e n c e
c a r d i a c f u n c t i o n S t u d i e s o f c a n i n e r e fl e x r e s p o n s e t o o z o n e d e m o n s t r a t e d t h e d i f f e r e n t i a l
a c t iv i t y o f n o n - m y e l i n a t e d a f f e r e n t b r o n c h i a l C - f i b e r s d u r i n g e x p o s u r e (C o l e r i d g e , 1 9 9 3 )
I t i s n o w b e l i e v e d t h a t t h e s e r e fl e x f i b e r s a c t t o d e c r e a s e e x p o s u r e o f t h e l o w e r a i r w a y s t o
d a m a g i n g o x i d a n t s b y c o n s t r i c t i n g t h e u p p e r a i r w a y s a n d r e d u c i n g t h e t i d a l v o lu m e PM
p o s s i b l y a c t i v a t e s r e fl e x r e c e p t o r s i n t h e u p p e r o r l o w e r a i r w a y s w h i c h c o u l d a l t e r c a r d i a c
r e s p o n s i v e n e s s o r f u n c t i o n T h is p a t h w a y i s l i k e l y t o b e m o r e s i g n i f i c a n t i n a n im a l s t u d i e s
w h e r e do s a g e s a r e o f t e n w e l l i n e x c e s s o f e n v i r o n m e n t a l l y r e l e v a n t h u m a n e x p o s u r e s
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M e t h o d o l o g i c a l J u s t i f i c a t i o n s
T h e E l e c t r o c a r d i o g r a p h a n d T o x i c o l o g y
E l e c t r o c a r d i o g r a p h y i n t h e r a t , a s i n hu m a n s , i s a n im p o r t a n t d i a g n o s t i c t o o l f o r
d e t e r m i n in g c a r d io t o x i c i t y M a n y i n d i c e s o f h e a r t f u n c t i o n m a y b e a s s e s s e d th r o u g h c a r e f u l ,
s y s t e m a t i c a n a l y s i s o f E C G r h y t h m a n d w a v e f o r m p a r a m e t e r s T h e E C G p a t t e r n i n h e a l t h y
i n d iv i du a l s (f i g u r e 1) r e f l e c t s t h e d e p o l a r i z a t i o n a n d r e p o l a r i z a t i o n o f c a r d i a c t i s s u e a n d i s
f a i r l y c o n s t a n t i n f o r m C a r d i a c a r r h y t hm i a s b y d e fi n i t i o n i m p e d e t h e c o n s i s t e n t r h y t h m i c
d e po l a r i z a t i o n e s s e n t i a l f o r e f i c i e n t c a r d i a c o u t p u t M o n i t o r i n g s u c h a l t e r a t i o n s i n t he E C G
w a v e f o r m f o l l o w i n g e x p o s u r e t o t o x i c s u b s t a n c e s pr o v i d e s i n s i g h t i n t o b o t h t h e m a g n i t u d e
a n d t h e u n d e r l y i n g m e c h a n i s m (s ) o f t h e c a r d i a c i n s u l t
C a r d i a c t i s s u e o f r a t s b e h a v e s s im i l a r l y t o t h a t o f h u m a n s , a n d t h e r e s p e c t i v e E C G
w a v e f o r m s
,
c r e a t e d b y t h e s u m m a t i o n o f d e p o l a r i z a t i o n s o f i n d iv i d u a l m y o c y t e s , a r e a l s o
r e m a r k a b l y s i m i l a r D e s p i t e t h e c o m m o n a l i t i e s , t h e r e a r e s e v e r a l im p o r t a n t d i f f e r e n c e s i n
t h e r a t E C G p a t t e r n s , m o s t n o t a b l y , 1) i n c r e a s e d H R , 2 ) s l o p i n g b a s e l i n e o f P - w a v e , 3 )
a b s e n t Q - w a v e , 4 ) n o S- T s e gm e n t , a n d 5 ) l a c k o f i s o e l e c t r i c s e g m e n t b e t w e e n T a n d P
(f i g u r e 1) So m e o f t h e s e d i f f e r e n c e s a r e a t t r i bu t a b l e , t o a n e x t e n t , t o t h e i n c r e a s e d H R i n
r a t s
S p e c i f i c c h a n g e s i n i n d i v i d u a l c o m p o n e n t s o f t h e E C G m a y b e as s o c i a t e d w i t h
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s p e c i f i c c h a n g e s i n c a r d i a c f u n c t i o n D u r i n g h y p o x i a i n h u m a n s , f o r e x a m p l e , t h e S T
s e g m e n t b e c o m e s d e p r e s s e d w i t h t h e p r o l o n g e d v e n t r i c u l a r r e p o l a r i z a t i o n t im e c a u s e d b y
d e c r e a s e d A T P l e v e l s QT d i s p e r s i o n , a m e a s u r e o f r e g i o n a l d i f f e r e n c e s i n m y o c a r d i a l
r e p o l a r i z a t io n du e t o h y p o x em i a , h a s b e e n f o u n d t o b e p r e d i c t iv e o f s u d d e n u n e x p e c t e d
d e a t h i n c a r d i a c p a t i e n t s (B a r r e t a l , 1 9 9 4 ) .
D e c r e a s e s i n n e r v e c o n d u c t i o n t im e pr o d u c e v a r y i n g d e gr e e s o f a t r i o v e n t r i c u l a r (A V )
n o d e a n d b u n dl e b r a n c h b l o c k a n d a r e c h a r a c t e r i z e d b y p r o l o n g e d P - R i n t e r v a l s a n d n o t c h e d
R w a v e s
,
r e s p e c t i v e l y T h e o c c u r a n c e o f s u c h s p e c i f i c a r r h y t h m i a s m a y s e r v e t o im p l i c a t e
s p e c i f i c m e c h a n is t i c o r d i s e a s e p a t t e r n s Wh i l e o c c a s i o n a l p r e m a t u r e c o n t r a c t i o n s o r s k ip p e d
b e a t s a r e n o r m a l a n d g e n e r a l l y i n n o c u o u s , f r e q u e n t e p i s o d e s o f m u lt i p l e a b n o r m a l o r m i s s e d
b e a t s m a y i n d i c a t e m o r e s e r i o u s s i n o a t r i a l (SA ) o r A V n o d e d y s f u n c t i o n .
T h e E C G s ig n a l c a n a ls o b e u s e d t o a s s i s t d i a g n o s e s o f h e a r t d i s e a s e , a n d c a n b e o f
pr o gn o s t i c v a l u e , a s w e l l F o r e x am p l e , a d e c r e a s e i n h e a r t r a t e v a r i a b i l i t y , w h i c h m e a s u r e s
t h e s e n s i t i v i t y o f t h e c a r d i a c t i s s u e t o c h a n g e s i n a d r e n e r g i c s t i m u l i , i s a s s o c i a t e d w i t h
m o r t a l it y i n p a t i e n t s w h o h a v e s u f f e r e d p r e v io u s m y o c a r d i a l i n f a r c t i o n I n c r e a s e d a c t i v i t y
o f t h e v a g u s n e r v e a c t s t o d e p r e s s t h e r a t e o f SA n o d e f i r in g a n d d e c r e a s e c o n t r a c t i l i t y , w h i l e
a d r e n e r g i c s u b s t a n c e s i n c r e a s e r a t e a n d c o n t r a c t i l i t y v i a i n t e r a c t i o n w i t h b e t a r e c e pt o r s o n
c a r d i a c t i s s u e s T h e SA n o d e c o n d u c t s i m p u l s e s i n de p e n d e n t l y , b u t i n t h e a b s e n c e o f
s t r e s s o r s t h e v a g u s n e r v e m a i n t a i n s a t o n i c do w n r e g u l a t i o n o f t h i s SA n o d e r a t e I n h e a l t h y
in d i v i d u a l s
,
s e n s i t i v i t y t o t h e s e v a r y i n g s t im u l i i s r e f l e c t e d b y a h i g h h e a r t r a t e v a r i a b i l i t y ,
w h i l e i n p a t i e n t s w i t h h e a r t d i s e a s e t h i s r e s p o n s iv e n e s s i s d e c r e a s e d f o r r e a s o n s a s y e t
17
u n c e r t a i n
K n o w n t o x i n s (e . g , z i n c , n i c k e l , a n t h r a c y c l i n e s ) a n d e n do g e n o u s s u b s t a n c e s (e . g
a d r e n e r g i c s , c h o l i n e r g i c s ) c a n a l t e r c a r d i a c c o n d u c t i o n i n a m a n n e r o b s e r v a b l e b y E C G
c h a n g e s I s o l a t e d g u i n e a p i g h e a r t s p e r f u s e d w i t h 3 0 ji M Z n C l j d i s p l a y e d m a r k e d
a r r h y t h m i as f r o m 10 m i n u t e s f o l l o w i n g t h e i n i t i a l e x p o s u r e u n t i l t h e e n d o f t h e 6 5 m i n u t e
o b s e r v a t i o n p e r i o d (E v a n g e l o u , 19 9 3 ) T h e s e a r r h y t h m i a s i n c l u d e d c o m p l e t e a n d
i n c o m p l e t e A V b l o c k a d e , l e f t B B b l o c k a d e , a n d v e n t r i c u l a r f l u t t e r A l s o o f i n t e r e s t w a s a
s i n u s b r a d y c a r di a w h i c h w a s e l i c i t e d a t l o w e r d o s e s o f Z n C l z , a s t h i s r e s p o n s e h a s b e e n
s h o w n f o r s e v e r a l o t h e r t o x i n s i n i n t a c t a n im a l s t u d i e s
T e m p e r a t u r e , H y p o t h e r m i a , a n d t h e L a b o r a t o r y R o d e n t
M a n y p r e v i o u s s t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d a d e c r e a s e i n T c o i n t h e r o d e n t f o l l o w i n g
e x p o s u r e t o a v a r i e t y o f x e n o b io t i c a g e n t s , i n c l u d i n g o z o n e , c h l o r d im e f o r m , a n d c a r b o n
m o n o x i de (G o r do n e t a l , 1 9 88 ; W a t k i n s o n a n d G o r d o n , 1 9 9 3 ; G a u t i e r a n d B o n o r a , 1 9 9 4 )
O t h e r p h y s io l o g i c a l a n d m e t a b o l i c f u n c t i o n s s u c h a s H R , m i n u t e v e n t i l a t i o n , a n d o x y g e n
c o n s u m pt i o n a l s o d e c l i n e i n a m a n n e r w e l l c o r r e l a t e d w it h T c o , c r e a t i n g a n o v e r a l l m e t a b o l i c
d e p r e s s i o n r e f e r r e d t o a s t h e h y p o t h e r m i c r e s p o n s e I t h a s b e e n p r o p o s e d t h a t a m o d e r a t e
h y p o t h e r m i c r e s p o n s e (c h a r a c t e r i z e d b y a n f = 2
° C de c r e a s e i n T c o ) ^ ^ Y b e a dv a n t a g e o u s a s
d e m o n s t r a t e d b y a d e c r e a s e d t o x i c r e s p o n s e a n d i n c r e a s e d s u r v i v a l , w h i l e m o r e s e v e r e
h y p o t h e r m i a (> 3
°
C ) m a y ex a c e r b a t e t h e t o x i c e f f e c t s a n d d e c r e a s e s u r v i v a l (W a t k i n s o n a n d
G o r d o n , 1 9 9 3 ).
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R o d e n t s p r im a r i l y d i s s i p a t e h e a t t h r o u g h u n f u r r e d a r e a s , s u c h a s t h e t a i l , e a r s , a n d
f e e t
,
a s w e l l a s t h r o u g h r e s p i r a t o r y e x c h a n g e T h e t a i l s k i n t e m p e r a t u r e h a s b e e n r e p o r t e d
t o i n c r e a s e a s m u c h a s 9 '
'
C f o l l o w i n g t o x i c a n t e x p o s u r e du e t o t h e d i l a t i o n o f t h e t a i l a r t e r y
a n d s u b s e q u e n t s hu n t i n g o f b l o o d f l o w t o t h e t a i l R a t s t y p i c a l l y d i s p l a y s m a l l e r d e c r e a s e s
i n T c o t h a n m i c e f o l l o w i n g t h e s a m e d o s a g e o f t o x i n T h i s e f f e c t i s p r e s u m a b l y du e t o t h e
i n c r e a s e d t a i l s u r f a c e a r e a t o b o d y w e i g h t r a t i o i n t h e m o u s e , a s m a s s i s a n i m p o r t a n t
d e t e r m i n a n t o f h e a t c a p a c it y , w h i l e h e a t d i s s i p a t i o n i s p r o p o t i o n a l t o t h e t a i l s k i n s u r f a c e
a r e a S i n c e H R d e c r e a s e s a l o n g w i t h T c o , i t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t t h i s r e s p o n s e i s
m e d i a t e d b y a n i n c r e a s e d v a g a l n e r v e t o n e , a l t h o u g h t h e p r e c i s e m e c h a n i s m (s ) f r o m s t im u l u s
t o r e s p o n s e i s u n c e r t a i n
T h e t h e r m o r e g u l a t o r y r e s p o n s e t o x e n o b i o t i c s i s c o n t r o l l e d b e h a v i o r a l l y a s w e l l a s
p h y s i o l o g i c a l l y R a t s w i l l s e l e c t c o o l e r a m b i e n t t e m p e r a t u r e s (T , ) w i t h i n a t e m p e r a t u r e
gr a d i e n t c a g e t o o p t i m iz e t h e i r h e a t d i s s i p a t io n f o l l o w i n g t o x i c a n t e x p o s u r e s , bu t w h e n t h e
T
,
i s m a i n t a i n e d h i g h e r o r l o w e r t h a n t h e p r e f e r r e d o p t im u m , t o x i c i t y i s i n c r e a s e d a n d
s u r v i v a l i s c o m p r o m i s e d (G o r do n , 1 9 8 8 ; W a t k i n s o n a n d G o r d o n , 1 9 9 3 ) M a n i p u l a t i o n o f
t h e T , a l s o a f f e c t s t h e m a g n i t u d e o f t h e d e c r e a s e i n T^ o > a s w e l l a s t h a t o f t h e h e a r t r a t e
(W a t k i n s o n e t a l , 1 9 9 2 ) C o n v e r s e l y , r a t s w i t h f e v e r c a u s e d b y e x p o s u r e t o t h e p y r o g e n
m e t h a m p h e t a m i n e (M D MA ;
"
E c s t a s y
"
) d e m o n s t r a t e d i n c r e a s e d s u r v iv a l i n c o l d e r
e n v i r o n m e n t s a n d i n c a g e s w i t h o u t b e d d i n g o r o t h e r r e s t r i c t i o n s t o h e a t d i s s i p a t i o n
(W a t k in s o n , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n )
H y p o x e m i a c a u s e d b y d e c r e a s e d a v a i l a b l e o x y g e n o r C O e x p o s u r e i n r a t s a l s o
19
i n du c e s a h y po t h e r m i c r e s p o n s e w h i c h i s c a p a b l e o f b e i n g m o d u l a t e d b y c h a n g e s i n t h e T ,
(G a u t i e r & B o n o r a , 1 9 9 4 ) T h e a d v a n t a g e o f r e d u c i n g T c o d u r i n g h y p o x i a i s w e l l
do c u m e n t e d i n c l in i c a l a n d e x p e r im e n t a l r e s e a r c h o f b r a i n a n d c a r d i a c t i s s u e d a m a g e d u r i n g
o x y g e n r e p e rf ii s i o n (G a m b a s s i e t a l , 1 9 9 4 ) I t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t h y p o t h e r m i a a l l o w s
a r e d u c t i o n i n t h e m e t a b o l i s m o f o x y g e n , w h i c h , d u r i n g p e r i o d s o f i s c h e m i a , d e l a y s
u n c o u p l i n g o f o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n p a t h w a y s a n d s u b s e qu e n t p r o du c t i o n o f o x y g e n
r a d i c a l s D e c r e a s i n g m e t a b o l i s m m a y a l s o d e c r e a s e t h e do s e o f i n h a l a b l e t o x i n s b y l o w e r i n g
t h e m i n u t e v e n t i l a t i o n
H u m a n s r a r e l y e x h i b it h y po t he r m i a e x c e pt in i n s t a n c e s o f s e v e r e i l l n e s s o r p r o lo n g e d
e x po s u r e t o c o l d R e p o r t s o f a c u t e a c c i d e n t a l e x p o s u r e t o t o x i n s g e n e r a l l y fi n d n o c h a n g e
i n h u m a n T c o n o r e v i d e n c e o f b r a d y c a r d i a , u n l e s s po i s o n i n g i s s e v e r e I m p o r t a n t l y , t h e
hy p o t h e rm ic r e s p o n s e i n r o d e n t s c r e a t e s a p h y s i o l o g i c a l l y d if f e r e n t m o d e l f o r t o x i c o l o g i c a l
s t u d i e s a s t h e d i f f e r e n c e s i n T c o , H R , a n d m e t a b o l i s m p r e s u m a b l y a l t e r t h e t o x i c o k i n e t i c s
a n d d i s p o s i t i o n o f t h e s t u d i e d x e n o b i o t i c S i n c e h u m a n s d o n o t s u f f e r h y p o t h e r m i a a t
e n v i r o n m e n t a l l y r e l e v a n t e x p o s u r e s , t h e e x t r a p o l a t i o n o f a n i m a l d a t a t o r e f e r e n c e d o s e s f o r
h u m a n s b e c o m e s p r o b l e m a t i c
R e s i d u a l O i l F l y A s h
T h e P M u s e d i n t h e p r e s e n t s t u d y , R O F A , i s a s o u r c e - d e r i v e d p o l lu t a n t e x t r a c t e d
f r o m t h e e m i s s i o n s t a c k o f a n o i l- b u r n i n g p o w e r p l a n t i n F l o r i d a , w i t h a m m a d o f 1 9 5 ±
0 18 m i c r o n s a n d a g e o m e t r i c m e a n o f 2 19 ± 0 . 2 2 C h r o m a t o g r a p h i c a n a l y s i s o f R O F A
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c o n s t i t u e n t s r e v e a l e d c o n c e n t r a t i o n s o f s e v e r a l t r a n s i t i o n m e t a l s , i n c l u d i n g i r o n , n i c k e l , a n d
v a n a d iu m t h a t w e r e s e v e r a l o r d e r s o f m a g n i t u d e h i g h e r t h a n n o r m a l a m b i e n t l e v e l s T a b l e
1 sh o w s t h e r e l a t i v e w e i g h t s o f a l l d e t e c t a b l e c o n s t i t u e n t s , a l o n g w i t h t h e a v e r a g e m a k e - u p
o f a mb i e n t PM E n do t o x i n c o n c e n t r a t i o n w a s i n s i g n i f i c a n t , o n l y a c c o u n t i n g f o r 2 5 p g / m g
R O F A i s a p a r t i c u l a r l y t o x i c c o m p o n e n t o f a m b i e n t P M , p o s s i b l y d u e t o t h e h i g h
l e v e l s o f s o l u b l e t r a n s i t i o n m e t a l s , s e v e r a l o f w h i c h a r e r e p o r t e d t o b e a r r h y t h m o g e n i c
a g e n t s G a v e t t e t a l ( 1 9 9 6 ) , u s i n g t w o s a m p l e s o f p ar t i c u l a t e s , d e m o n s t r a t e d a d i f f e r e n c e





a n d F e * " Sa m p l e s o f R O F A w h i c h
h a v e b e e n w a s h e d t o r e m o v e e x c e s s s o lu b l e t r a n s i t i o n m e t a l s (V , F e , N i ) e l i c i t e d d e c r e a s e d
t o x i c r e s p o n s e s i n Sp r a gu e - D aw l e y r a t s (D r e h e r , 1 9 9 5)
A n i m a l M o d e l s o f D i s e a s e
Wh i l e e v i de n c e o f P M - a s s o c ia t e d m o r b id i t y a n d m o r t a l i t y i s o b s e r v e d i n t h e g e n e r a l
p o p u l a t i o n , a h i g h de g r e e o f t o l e r a n c e t o PM t o x i c it y e x i s t s i n h e a l t h y i n d i v i du a l s (Y a n g a n d
Y a n g , 1 9 9 4 ) . T h e e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s w h i c h l im i t a n a l y s e s t o s u b j e c t s w i t h
c a r d i o p u lm o n a r y d i s e a s e s h o w s t r o n g e r a s s o c i a t i o n s (B u r n e t t , e t a l , 1 9 9 5 ; Sc h w a r t z e t a l ,
1 9 9 5 ) , s u g g e s t i n g t h a t s u c h d i s e a s e m a y c a u s e h e i g h t e n e d s u s c e p t i b i l i t y t o PM I t i s
t h e r e f o r e a p p r o p r i a t e t o s t u d y a n i m a l s m o d e l s o f d i s e a s e t h a t a p p r o x im a t e t h e s u s c e p t i b l e
h u m a n s u b p o p u l a t i o n s w h i c h a p p e a r t o b e d r iv i n g t h e s t a t i s t i c a l a s s o c i a t i o n s s e e n
e p i d e m i o l o g i c a l l y , i . e . , c a r d i o v a s c u l a r a n d pu lm o n a r y d i s e a s e p a t i e n t s . T h u s , t h i s s t u d y
e x a m i n e d t h e t o x i c e f f e c t s o f P M i n a n im a l m o d e l s c h o s e n t o s im u l a t e t h r e e k n o w n r i s k
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f a c t o r s : 1 ) c o l d - a c c l im a t e d r a t s , 2 ) r a t s w i t h pu lm o n a r y i n f l a m m a t io n , a n d 3 ) r a t s w i t h
pu lm o n a r y i n f l a m m a t i o n a n d h y p e r t e n s i o n
C o l d A c c l i m a t i o n M o d e l
W i n t e r m o n t h s a r e a s s o c i a t e d w i t h h i g h e r m o r t a l i t y i n hu m a n s c a u s e d b y
c a r d i o v a s c u l a r d i s o r d e r s T h e n a t u r e o f t h i s e x c e s s m o r t a l i t y i s u n k n o w n , a l t h o u g h s t u d i e s
h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t m a n y h u m a n c a r d i o v a s c u l a r d i s e a s e r i s k f a c t o r s , e g . c h o l e s t e r o l ,
t r i g l y c e r i d e s , b o d y m a s s , b lo o d p r e s s u r e , f i b r in o g e n , a n d c l o t t i n g f a c t o r s , a t t a i n p e a k s e r u m
l e v e l s d u r i n g J a n u a r y o r F e b r u a r y (W o o d h o u s e e t a l . , 1 9 9 4 ) . H i g h d e n s i t y l i p o p r o t e i n
c o n c e n t r a t i o n s f a l l r o u g h l y 10% w h e n d a i l y a i r t e m p e r a t u r e d e c r e a s e s f r o m l O
^ C t o O ' C
(E lw o o d e t a l . , 1 9 93 ) I n m o s t o f t he s e s t u d i e s , h o w e v e r , d a i l y a c t i v i t y i s n o t c o n t r o l l e d f o r
a n d l i k e l y p l a y s a s i g n i f i c a n t r o l e I n a s t u d y c o m p a r in g h e a r t d i s e a s e r i s k f a c t o r s i n r u r a l
a n d u r b a n m e n
,
R e d d y e t a l . ( 19 94 ) f o u n d h i g h e r l e v e l s o f c h o l e s t e r o l , l o w d e n s i t y
l i p o p r o t e i n , a n d t r i g l y c e r i d e s , a n d l o w e r l e v e l s o f h ig h d e n s i t y l i p o p r o t e i n s i n m a l e s l iv i n g
i n u r b a n i z e d a r e a s T h e a u t h o r s a t t r i b u t e d p a r t o f t h i s a s s o c i a t i o n t o t h e h i g h e r l e v e l s o f a i r
po l lu t io n i n u r b a n a r e a s , a lt ho u g h s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s w e r e a l s o s e e n i n d i e t a r y b e h a v i o r
a n d n o q u a n t i t a t i v e a n a l y s i s o f a i r q u a l i t y , i n d o o r o r o u t d o o r , w a s p e r f o r m e d
Wh e n e x p o s e d t o c o l d e r a m b i e n t t e m p e r a t u r e s , b l o o d p r e s s u r e (B P ) a n d H R i n r a t s
i n c r e a s e , w h i c h , u n d e r c h r o n i c c o n d i t io n s m a y l e a d t o l e f t v e n t r i c u l a r h y p e r t r o p hy (v a n
B e r g e n e t a l , 1 9 92 ). R a t s a c u t e l y e x po s e d t o c o l d T , (5
°
C ) i n c r e a s e H R im m e d i a t e l y (<= 10 0
b p m ) a n d i n c r e a s e m e a n B P 10 m m H g w i t h i n 6 0 m i n u t e s o f e x p o s u r e (F r e g l y e t a / , 1 9 8 9 )
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C a r d i o v a s c u l a r r e s p o n s e (B P a n d H R ) t o t h e a dr e n e r g i c a g o n i s t s i s o p r o t e r e n o l a n d
p h e n y l e p h r i n e i s l e s s s e n s i t i v e i n c o l d
- a c c l im a t e d r a t s t h a n in r a t s m a i n t a i n e d i n n o r m a l
t e m p e r a t u r e , a c h a r a c t e r i s t i c w h i c h i s s i m i l a r t o d i s e a s e d h e a r t s i n h u m a n s w i t h d e c r e a s e d
h e a r t r a t e v a r i a b i l i t y
C o l d - a c c l i m a t i z a t i o n i n v o l v e s a n u m b e r o f b e h a v io r a l a n d b i o c h e m i c a l c h a n g e s
f o l l o w i n g i n i t i a l e x p o s u r e t o l o w e r t e m p e r a t u r e s Sh i v e r i n g t h e r m o g e n e s i s i s t h e fi r s t
m e c h a n i s m o f a d a p t a t i o n , p e a k i n g a f t e r r o u g h l y 2 4 h o u r s o f c o l d t h e n g r a du a l l y r e d u c i n g
t o n o rm a l o v e r s e v e r a l w e e k s (G o r do n , 1 9 9 3 ) . R e l e a s e o f n o r e p i n e p h r i n e a n d e p i n e p h r i n e
s t i m u l a t e s H R a n d p e r i p h e r a l v a s o c o n s t r i c t i o n , a s w e l l a s t h e r e l e a s e o f g l y c o g e n a n d f r e e
f a t t y a c i d s f r o m t h e l i v e r t o b e g i n n o n - s h i v e r i n g t h e r m o g e n e s i s I n o r d e r f o r t h e r a t t o
m a i n t a i n t h e rm o g e n e s i s a n d n o r m a l T c o , i t s c a r d i o v a s c u l a r s y s t e m m u s t i n c r e a s e i t s o u t p u t
t o m a t c h t h e in c r e a s e d o x y g e n m e t a b o l is m H R i n r a t s h o u s e d a t I C C a m b i e n t t e m p e r a t u r e
w i l l r i s e 2 0% o v e r r o de n t s a c c l im a t e d t o 2 2
°
C (W a t k i n s o n e t a i , 1 9 9 5 ), w i t h c o n c o m m i t a n t
i n c r e a s e s i n o x y g e n c o n s u m p t i o n f r o m 6 0 t o 1 0 0 % (B a n e t , 1 9 8 8 ; J a n s k y , 1 9 6 6 )
P u l m o n a r y I n fl a m m a t i o n M o d e l
P u l m o n a r y i n fl a m m a t i o n i s c o m m o n t o m a n y l u n g d i s e a s e s i n c l u d i n g a s t h m a ,
b r o n c h i t i s
,
a n d C O PD D i f f e r e n c e s i n i n fl a m m a t o r y c e l l p r o fi l e s a r e im p o r t a n t f r o m a
d i a g n o s t i c s t a n dp o i n t , p a r t i c u l a r l y e a r l y i n t h e d e v e l o p m e n t o f d i s e a s e A s t h m a t i c s h a v e
h i g h l e v e l s o f e o s i n o p h i l s a n d m a s t c e l l s , w h i l e m a c r o p h a g e s a n d p l a s m a c e l l s a r e m o r e
p r o m i n e n t i n C O P D a n d b r o n c h i t i s (J e f fe r y , 1 9 9 4 ) A c u t e e x p o s u r e t o O 3 p r o d u c e s a
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c e l l u l a r i n fi l t r a t e s im i l a r t o t h e l a t t e r t w o d i s e a s e s w i t h o u t t h e p r o g r e s s i v e d a m a g e a n d
f i b r o s i s w h i c h a r e c o m m o n in t h e c h r o n i c d i s e a s e s t a t e s
O 3 i s a t r o p o s p h e r i c c r it e r i a p o l l u t a n t w h i c h c a n a t t a i n l e v e l s o v e r 0 5 p pm i n h ig h l y
p o l l u t e d c i t i e s a r o u n d t h e w o r l d A c u t e h u m a n e x p o s u r e t o h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f O 3 r e s u l t s
i n p u lm o n a r y f u n c t i o n d e f i c i t s , i n c r e a s e d a i r w a y r e a c t iv i t y , e p i t h e l i a l c e l l d a m a g e , a n d
e n z y m e i n a c t i v a t i o n (J im b a e t a l , 1 9 9 5 ; P i n o e t a l , 1 9 9 2 ) A m o u s e s t u d y , u s i n g a s im i l a r
p r o t o c o l t o t h a t o f t h e p r e s e n t s t u d y d e s c r i b e d b e l o w , f o u n d r e d u c e d c a r d i a c p r o t e i n
s y n t h e s is a t 24 h o u r s po s t e x p o s u r e , p o s i n g a p o s s i b l e c o m pl i c a t i o n i n i n t e r p r e t i n g t h e d a t a
f r o m t h i s s t u d y i f r a t m y o c a r d i u m b e h a v e s s im i l a r l y (K e l l y a n d B i r c h , 1 9 9 3 ) A n o t h e r
c o n c e r n i s t h a t o z o n e h a s b e e n f o u n d t o e n h a n c e e p i t h e l i a l p a r t i c l e u p t a k e i n a d o s e r e l a t e d
m a n n e r i n c e l l c u l t u r e s (C h u r g e t a l , 19 9 6 )
I n a s t u d y b y P i n o e t a l ( 1 9 9 1) , O 3 w a s a dm i n i s t e r e d t o r a t s f o r 6 h o u r s a t 1 p p m ,
r e s u l t i n g i n i n c r e a s e d l a v a g a b l e p r o t e i n a n d n e u t r o p h i l s a n d i n c r e a s e d a l v e o l a r m o n o c y t e s
(t h e l a t t e r r e s u l t w a s r e p o r t e d , bu t n o n - s i g n i f i c a n t ) a t 1 8 h o u r s f o l l o w i n g t h e c e s s a t i o n o f
e x p o s u r e T h e s am e p r o t o c o l f o r o z o n e e x p o s u r e w a s u s e d i n t h e p r e s e n t s t u d y p r i o r t o
R O F A i n s t i l l a t i o n a s a m o d e l o f l u n g i n f l a m m a t io n .
C o s t a e t a l ( 1 9 96 ) p r o p o s e d t h a t i n f l a m m a t i o n o f t h e l u n g s i n c r e a s e s t h e c o n s t i t u e n t s
c a p a b l e o f u n d e r g o i n g F e n t o n - l i k e r e a c t i o n s w i t h P M s u r f a c e - c o m p l e x e d m e t a l s t o p r o d u c e
o x y g e n r a d i c a l s K o d a v a n t i e t a l ( 1 9 9 6 ) a d m i n i s t e r e d R O F A t o b l e o m y c i n - t r e a t e d r a t s a s
a m o de l o f c h r o n i c a i r w a y f ib r o s i s a n d s h o w e d i n c r e a s e d r e s p o n s e o f B A L p a r a m e t e r s
d u r i n g o n g o i n g f i b r o s i s , b u t n o t a t p e a k i n f la m m a t i o n
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A n o t h e r n o t a b l e e f f e c t o f o z o n e i n r o d e n t s i s i t s a b i l i t y t o i n d u c e a h y p o t h e r m i c
r e s p o n s e , a s p r e v io u s l y d e s c r i b e d T h e m a g n i t u d e o f t h i s r e s p o n s e i s p r o p o r t io n a l t o t h e
o z o n e c o n c e n t r a t i o n
,
a n d du r a t i o n a n d f r e q u e n c y o f e x p o s u r e , a n d c a n b e m o d u l a t e d b y
a m b i e n t t e m p e r a t u r e (W a t k i n s o n e t a l . , 1 9 9 7 ) T h i s r e s p o n s e r a p i dl y r e s o lv e s i t s e l f
f o l l o w i n g t h e c e s s a t i o n o f e x p o s u r e Su b
- c h r o n i c s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t t h i s a c u t e
r e s p o n s e t o o z o n e , a s w e l l a s t h e d e v e l o p m e n t o f i n f l am m a t i o n , d i m i n i s h e s o v e r s e v e r a l d a y s
o f t r e a t m e n t , p r e s u m a b l y du e t o t h e i n c r e a s e d e x p r e s s i o n o f a n t i - o x i d a n t e n z y m e s
P u l m o n a r y I n fl a m m a t i o n a n d H y p e r t e n s i o n M o d e l
P u lm o n a r y d i s e a s e , p a r t i c u l a r l y C O PD a n d b r o n c h i t i s , a r e a s s o c i a t e d w i t h e x c e s s
h o s p i t a l a d m i s s i o n s d u r i n g e p i s o d e s o f h i g h PM p o l l u t i o n O f t e n a s s o c i a t e d w i t h t o b a c c o
s m o k e , C O PD i s a n i n f l a m m a t o r y d i s e a s e o f t h e b r o n c h i a n d b r o n c h i o l e s w h i c h i s s im i l a r
i n m a n y w a y s t o a s t hm a P e r s i s t e n t c e l lu l a r i n f i l t r a t e , c o n s i s t i n g p r im a r i l y o f m a c r o p h a g e s
a n d p l a s m a c e l l s , d e v e l o p s i n t o m u c o u s h y p e r s e c r e t i o n , s m o o t h m u s c l e h y p e r t r o p h y , a n d
f i b r o s is a n d s t e n o t i c n a r r o w i n g o f t h e b r o n c h i o l i (Je f f e r y , 1 9 9 2 ) . C O P D i s a s s o c i a t e d w i t h
a p r o g r e s s i v e d e t e r io r a t i o n o f f u n c t i o n a l c a p a c i t y a n d c a n d e v e l o p i n t o i r r e v e r s i b l e
e m p hy s e m a (J e f f e r y , 1 9 94 ) L o s s o f v a s c u l a t u r e i n m o d e r a t e t o s e v e r e l y a f f e c t e d p a t i e n t s ,
a l o n g w i t h o c c a s i o n a l a t e l e c t a s i s a n d i n c r e a s e d h e t e r o g e n e it y o f g a s p e r f u s i o n r a t i o s
(M a r s h a l l e t a l , 1 9 9 3 ) , i n c r e a s e s t h e s u s c e p t i b i l i t y o f t h e s e i n d i v i d u a l s t o
h y p o x e m i c / i s c h e m i c s i t u a t io n s
P r im a r y pu lm o n a r y h y p e rt e n s i o n i s r a r e , i d i o p a t h i c , a n d o c c u r s m o s t o f t e n i n y o u n g
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f e m a l e s Se c o n d a r y p u l m o n a r y h y p e r t e n s i o n , h o w e v e r , o f t e n o c c u r s i n C O P D p a t i e n t s a s
a r e s u l t o f p r o l o n g e d i n f l a m m a t i o n a n d f i b r o t i c v e s s e l o b s t r u c t i o n S i n c e b o t h f o r m s o f
p u lm o n a r y h y p e r t e n s i o n r e s u l t i n i n c r e a s e d w o r k l o a d s o n t h e r i g h t v e n t r i c l e , t h e y c a n l e a d
t o c o r p u lm o n a l e , o r h y p e r t r o p h y a n d s o m e t im e s f a i l u r e o f t h e r i g h t v e n t r i c l e
M o n o c r o t a l i n e (MC T ; A l d r i c h C h e m i c a l C o r p , M i lw a u k e e , W I ) , a t o x i n e x t r a c t e d
f r o m t h e s e e d s o f C r o ta l a r i a sp e c t a b i l is , i s s e l e c t iv e f o r e n do t h e l i a l t i s s u e a n d i s u s e d t o
i n d u c e p u l m o n a r y h y p e r t e n s i o n i n l a b o r a t o r y a n im a l s . T o f o r m t h e p u t a t i v e t o x i n
m o n o c r o t a l i n e p y r r o l e (M C T P ), M C T m u s t b e b i o a c t i v a t e d b y h e p a t i c c y t o c h r o m e P4 5 0
P CN - E D u e t o a l t e r n a t iv e m e t a b o l i c e l i m i n a t i o n p a t h w a y s , l e s s t h a n o n e t e n t h o f t h e t o t a l
M C T b e c o m e s o x i d i z e d t o t h e p y r r o l i c f o r m (Y a n a n d H u x t a b l e , 1 9 9 4 ) T h e h a l f l i f e o f
M C T P i n t h e c i r c u l a t i o n is r o u g h l y fi v e s e c o n ds d u e t o i t s u n s t a b l e e l e c t r o p h i l i c n a t u r e i n
b l o o d (B r u n e r e / a / , 1 9 86 ) , w h i c h , t o g e t h e r w i t h t h e t h r e e s e c o n d b l o o d c i r c u l a t i o n t im e i n
t h e a v e r a g e r a t , s u g g e s t s t h a t t h e m a j o r i t y o f M CT P b e c o m e s d e g r a d e d b y t h e t im e i t
c o m p l e t e s i t s s e c o n d p a s s (R o t h a n d R e i n d e l , 1 9 9 1 ) I t f o l l o w s l o g i c a l l y t h a t t h e fi r s t
c a p i l l a r y b e d t h a t M CT P e n c o u n t e r s a f t e r i t s f o r m a t i o n w o u l d b e a p r im a r y t a r g e t t i s s u e ,
a n d , i n d e e d , t h e p u lm o n a r y v a s c u l a t u r e i s t h e s i t e o f g r e a t e s t i n s u l t i n r a t s f o l l o w i n g M C T
i n j e c t i o n
H a y a s h i e t a l ( 19 6 7 ) f i r s t r e p o r t e d t h e u s e o f M CT fo r a r a t m o d e l o f c o r p u l m o n a l e ,
o r h y p e r t r o p h y o f t h e r i g h t v e n t r i c l e d u e t o i n c r e a s e d p u lm o n a r y a r t e r y p r e s s u r e (P A P )
L a t e r s t u d i e s s u p po r t e d t h i s m o d e l w i t h m e a s u r e m e n t s d e m o n s t r a t i n g e l e v a t e d PA P i n r a t s
t e n da y s f o l l o w i n g M C T a d m i n i s t r a t i o n (R e i n d e l e t a l , 1 9 9 0 ) T h e p a t h o g e n e s i s o f M CT -
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i n du c e d p u lm o n a r y h y p e r t e n s i o n o c c u r s o v e r a p e r i o d o f t w o t o t h r e e w e e k s , b e y o n d w h i c h
t h e d o s e d a n im a l s g r a d u a l l y s u c c u m b t o t h e c h r o n i c c a r d i o p u lm o n a r y d a m a g e
T o x i c o l o g i c a l e f f e c t s a r e n o t s e e n i n v i v o u n t i l t h r e e d a y s p o s t i n j e c t i o n , a l t h o u g h i n v i t r o
s t u d i e s o f e n d o t h e l i u m s ho w i n h i b i t i o n o f c e l l p r o l i f e r a t i o n w i t h i n t h e f i r s t 2 4 h o u r s (R o t h
a n d R e i n d e l , 1 9 9 0 ) C o n g e s t i v e h e a r t f a i l u r e h a s b e e n n o t e d a n d o c c u r s a s e a r l y a s t h r e e
w e e k s f o l l o w i n g i n j e c t i o n (P e l a e t a l . , 1 9 9 0 ) F e e d i n g e x p e r i m e n t s b y B l a u s t e i n e i a l
( 1 96 5 ) d e m o n s t r a t e d l i p i d - c o n t a i n i n g a r t e r i a l l e s i o n s i n r a t s e a t i n g M C T - c o n t a i n i n g c h o w
T h e s e a t h e r o m a t o u s l e s i o n s w e r e n o t a b l e i n t h e c o r o n a r y a r t e r i e s a f t e r s e v e r a l w e e k s o f
f e e d i n g a t l o w d o s e s (5 0 m g /kg o f c ho w ) O t h e r e x t r a pu lm o n a r y e f f e c t s o f M C T h a v e b e e n
o b s e r v e d i n t h e l i v e r
,
k i dn e y , a n d l e f t v e n t r i c l e (G u z o w s k i a n d S a l g a do , 1 9 8 7 )
T h e p r e c i s e m e c h a n i s m o f M C T t o x i c i t y r e m a i n s a t o p i c o f c o n t i n u e d r e s e a r c h ,
a l t h o u g h r e p a i r a n d r e g e n e r a t i o n a b i l i t i e s o f t h e p u lm o n a r y e n do t h e l i u m s e e m t o b e g r e a t l y
c o m p r o m i s e d b y M C T E l e v a t i o n s o f g r o w t h f a c t o r s T G F - p l , P2 , a n d P3 w e r e o b s e r v e d
i n r a t l u n g t i s s u e f r o m f o u r d a y s t o t h r e e w e e k s f o l l o w in g M CT a dm i n i s t r a t i o n , w h i l e
c o n c e n t r a t i o n s o f g r o w t h f a c t o r s P D G F - B a n d e n d o t h e l i n d e c l i n e d o v e r t h i s t im e (A r c o t e t
a l
,
1 9 9 3 ) I n h i b i t i o n o f e n d o t h e l i a l c e l l p r o l i f e r a t i o n i s t h o u g h t t o b e c a u s e d b y M CT P -
i n d u c e d D N A c r o s s - l i n k i n g (W a g n e r e t a l . , 19 9 3 ) , w h i c h m a y a l s o b e c e n t r a l t o t h e
e n d o t h e l i a l c e l l w a l l d e t e r i o r a t i o n L i p k e e t a l (1 9 93 ) a t r i b u t e d t h e e l e v a t e d P A P b l o o d
pr e s s u r e t o i n c r e a s e d d e p o s it i o n o f f i b r o n e c t i n a n d l a m in i n w h i c h c a u s e s a n a r r o w i n g o f t h e
c a p i l l a r y l u m e n i n t h e l u n g s F i b r i n o l y t i c a c t i v i t y i n l u n g s h a s b e e n s ho w n t o d e c r e a s e
f o l l o w i n g a d m i n i s t r a t i o n o f M CT P , p o s s i b l y d u e t o a l t e r e d e x p r e s s i o n o f p l a s m i n o g e n
2 7
a c t i v a t o r i n h i b i t o r b y e n d o t h e l i a l c e l l s (S c h u l t z e a n d R o t h , 1 9 9 3 )
M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
G e n e r a l . T h e s e s t u d i e s m o n i t o r e d T c o , H R , a n d E C G o f r a t s e x p o s e d t o R O F A v i a
i n t r a t r a c h e a l i n s t i l l a t i o n D a t a a c q u i s i t io n w a s f a c i l i t a t e d b y t h e u s e o f s u r g i c a l l y im p l a n t e d
r a d io t e le m e t r y d e v i c e s (D a t a S c i e n c e s I n t e r n a t i o n a l I n c , St P a u l , M N ) T o x i c e f f e c t s w e r e
e x a m i n e d a n d c o m p a r e d a m o n g f o u r g r o u ps : 1) a n im a l s h o u s e d a t n o r m a l a m b i e n t T , (2 0 -
2 4
' '
C ) , 2 ) a n i m a l s h o u s e d a t c o l d a m b i e n t T , ( 1 0 - 1 4
° C ) , 3 ) a n im a l s w i t h p u l m o n a r y
i n f l a m m a t i o n
,
a n d 4 ) a n im a l s w i t h p u l m o n a r y i n f l a m m a t i o n a n d h y p e r t e n s i o n
A n i m a l s . M a l e 6 0 d a y o l d Sp r a g u e - D a w l e y r a t s (Ch a r l e s R i v e r L a b o r a t o r y , R a l e ig h , N C)
w e r e u s e d i n a l l p r o t o c o l s R a t s w e r e a l l o w e d o n e w e e k f o l l o w i n g d e l i v e r y f o r a c c l i m a t i o n
a n d r e c o v e r y o f n o rm a l c i r c a d i a n r hy t h m b e f o r e t h e e x p e r im e n t s b e g a n F o l l o w i n g s u r g e r y ,
r a t s w e r e i n d i v i d u a l l y h o u s e d i n p l e x i g l a s c a g e s (2 8 x n x 1 2 c m ) w i t h i n a s p e c i a l l y
d e s i g n e d , c l i m a t e c o n t r o l l e d e x p o s u r e c h a m b e r T , w a s m a i n t a i n e d a t 2 1 - 24
' ' C u n l e s s
o t h e r w i s e n o t e d f o r a s p e c i f i c p r o t o c o l a n d t h e r e l a t i v e hu m i d i t y r a n g e d f r o m 4 0
- 6 5 % A
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t w e l v e h o u r l i g ht - d a r k c y c l e w a s i m p o s e d F o o d a n d w a t e r w e r e a v a i l a b l e a d l i b i t u m
t h r o u g h o u t t h e e x p e r im e n t
E x p e ri m e n t a l P r e p a r a t i o n . A n im a l s w e r e a n e s t h e t i z e d w i t h p e n t o b a r b i t a l s o d i u m (A b b o t t
L a b o r a t o r i e s
,
N o r t h C h i c a g o , I L ; 5 0 m g / k g , i p ) a n d i n c i s e d a t t h e m i d l i n e U s i n g a 1 6 g
n e e d l e
,
t h e p e r i t o n e u m w a s p u n c t u r e d o n e i t h e r s i d e o f t h e i n c i s i o n , r o u g h l y 1 c m l a t e r a l ,
t h r o u g h w h i c h t h e E C G l e a d s w e r e p a s s e d f r o m t h e p e r i t o n e a l c a v i t y t o t h e s u b c u t a n e o u s
r e g io n T h e s e l e a ds w e r e t h e n p o s it i o n e d s u c h t h a t t h e p o s i t i v e l e a d w a s c a u d a l t o t h e r i g h t
c l a v i c l e a n d t h e n e g a t i v e l e a d p l a c e d j u s t b e l o w t h e l e f t f o r e l im b (f i g u r e 2 ) T h e e n d s o f
t h e s e l e a d s w e r e s e c u r e d s u b c u t a n e o u s l y w i t h s u t u r e s T h e b o d y o f t h e t r a n s m i t t e r w a s
p l a c e d u n s u t u r e d w i t h i n t h e p e r i t o n e a l c a v i t y a n d t h e p e r i t o n e a l m u s c l e w a l l i n c i s i o n w a s
c l o s e d w i t h s u t u r e C u t a n e o u s i n c i s i o n s w e r e c l o s e d w i t h e i t h e r s u t u r e s o r a u t o c l i p s
A l l p r o c e du r e s w e r e p e r f o r m e d u s i n g c l e a n s u r g i c a l t e c h n i q u e , a n d a l l i n s t r u m e n t s
w e r e s t e r i l i z e d e i t h e r in e t h a n o l ( 1 0 0% ) o r b y a u t o c l a v i n g W a r m w a t e r b o t t l e s w e r e p l a c e d
w i t h i n t h e c a g e s f o r 1- 2 h o u r s p o s t - s u r g e r y t o h e l p a n im a l s r e g a i n n o r m o t h e r m i a a n d s p e e d
r e c o v e r y f r o m a n e s t h e s i a A n im a l s w e r e a l l o w e d a m i n im u m o f fi v e d a y s f o r r e c o v e r y f r o m
s u r g e r y a n d t h e r e e s t a b l i s h m e n t o f c i r c a d i a n r h y t h m .
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E x p e ri m e n t a l P r o t o c o l T h e s e s t u d i e s w e r e c o n d u c t e d i n f o u r p h a s e s (s e e b e l o w ) . W i t h i n
e a c h p h a s e , a n im a l s w e r e a r b i t r a r i l y a s s i g n e d t o g r o u p s (n = 4 p e r g r o u p ) r e c e i v i n g o n e o f
f o u r do s e s o f R O F A (0 , 0 2 5 , 1 0 , 2 5 m g ) b y i n t r a t r a c h e a l i n s t i l l a t i o n , u n l e s s o t h e r w i s e
n o t e d i n t h e s p e c i f i c pr o t o c o l s R O F A w a s s u s p e n d e d i n s a l i n e s u c h th a t a l l i n s t i l l a t e s w e r e
0 3 c c i n v o lu m e
,
a n d a l l do s e s w e r e a d m i n i s t e r e d t o t h e r a t s w h i l e u n d e r l i g h t h a l o t h a n e
a n e s t h e s i a A t t h e t im e o f i n s t i l l a t i o n , r a t s r a n g e d i n b o d y w e i g h t f r o m 3 2 0
- 4 l Og
P h a s e 1 : R O F A e x p o s u r e i n h e a l t h y a n i m a l s .
Tw e l v e d a y s p o s t - s u r g e r y , a n im a l s w e r e d i v i d e d i n t o f o u r g r o u p s (n = 4 p e r g r o u p)
a n d i n s t i l l e d w i t h o n e o f f o u r do s e s o f R O F A (0 0 , 0 2 5 , 1 . 0 , o r 2 5 m g ) A n im a l s w e r e
m a i n t a i n e d a t a n T
,
o f 2 1 - 2 4 ° C a n d m o n i t o r e d t e l e m e t r i c a l l y f o r 9 6 ho u r s , a t w h i c h t im e
t h e y w e r e a n e s t h e t i z e d (s o d i u m p e n t o b a r b i t a l , 6 0 m g /k g , i p ) a n d e u t h a n i z e d v i a
e x s a n g u i n a t i o n a n d p n e u m o t h o r a x Wh o l e l u n g a n d h e a r t t i s s u e w e r e d i s s e c t e d a n d t r e a t e d
a s d e s c r i b e d b e l o w
P h a s e 2 : R O F A e x p o s u r e i n c o l d - a c c l i m a t e d a n i m a l .
W i t h t h e e x c e p t io n o f a l o w e r e d a m b i e n t t e m p e r a t u r e , t h e p r o t o c o l f o r t h e s e c o n d
s t u d y w a s i d e n t i c a l t o t h a t o f t h e f i r s t F o r t h i s s t u dy , a n i m a l s w e r e a l l o w e d fi v e d a y s t o
r e c o v e r f r o m s u r g e r y a f t e r w h i c h c h a m b e r t e m p e r a t u r e w a s l o w e r e d t o 1 0
' ' C F i v e
a dd i t i o n a l d a y s w e r e a l l o w e d f o r t h e a n i m a l s t o a c c l im a t e t o t h e c o l d t e m p e r a t u r e R O F A
3 0
w a s t h e n a d m i n i s t e r e d o n t h e t e n t h d a y a n d t h e p r o t o c o l p r o c e e d e d a s a b o v e
P h a s e 3 : R O F A e x p o s u r e i n a n i m a l s w i t h p r e - e x i s t i n g p u l m o n a r y i n fl a m m a t i o n .
F o l lo w i n g a 3 1 d a y r e c o v e r y f r o m su r g e r y , r a t s w e r e e x p o s e d t o e i t h e r a m b i e n t o z o n e
( 1 ppm x 6 h o u r s ) o r fi l t e r e d a ir 1 8 h o u r s p r i o r t o R O F A o r s a l i n e i n s t i l l a t i o n D o s i n g g r o u p s
w e r e d i v i de d a s f o l l o w s : A i r / S a l i n e (n = 3 ) , O z o n e / S a l i n e (n = 4 ) , A i r / R O F A (n = 4 ) ,
O z o n e / R O FA (n = 4 ) D a t a a c q u i s i t i o n a n d s e r u m c o l l e c t i o n w e r e c a r r i e d o u t a s d e s c r i b e d
b e l o w
P h a s e 4 : R O F A e x p o s u r e i n a n i m a l s w i t h M C T - i n d u c e d p u l m o n a r y i n fl a m m a t i o n a n d
h y p e r t e n s i o n .
M C T (6 0 m g / k g , i p) w a s a dm i n i s t e r e d t o a l l r a t s i n t h i s p h a s e a t t w e l v e d a y s
f o l l o w i n g s u r g e r y T o p e r m it t h e d e v e lo p m e n t o f p u lm o n a r y h y p e rt e n s i o n , t w e l v e a d d i t i o n a l
d a y s w e r e a l l o w e d b e f o r e R O F A w a s a dm in i s t e r e d R O F A i n s t i l l a t i o n o c c u r r e d o n t h e 2 4 t h
d a y a f t e r s u r g e r y a n d , a s a b o v e , a n im a l s w e r e m o n it o r e d f o r 9 6 h o u r s . A t t h e e n d o f t h e
m o n it o r i n g p e r i o d , s u r v i v i n g a n im a l s w e r e a n e s t h e t iz e d (p e n t o b a r b i t a l , 5 0 m g / k g ) f o r s e r u m
r e t r i e v a l L u n g s a n d h e a rt v e n t r i c l e s f r o m a l l a n im a l s w e r e d i s s e c t e d a n d w e ig h e d
T e l e m e t r y D a t a A c q u i s i t i o n a n d A n a l y s i s T e n s e c o n d s t r i p c h a rt r e c o r d i n g s (A s t r o m e d ,
W e s t W a r w i c k
,
R I ) o f t h e f i l t e r e d a n d a m p l i fi e d E C G s i g n a l s o f a l l s i x t e e n a n im a l s p e r
p h a s e w e r e p r i n t e d e v e r y fi v e m i n u t e s f o r t h e fi r s t h o u r a f t e r R O F A i n s t i l l a t i o n , e v e r y 1 0
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m i n u t e s f o r t h e n e x t s i x h o u r s , a n d e v e r y t h i r y m i n u t e s f o r t h e r e m a i n d e r o f t h e 9 6 h o u r
m o n i t o ri n g p e ri o d T c o , H R a n d a c t i v i t y d a t a f o r a l l r a t s w e r e c o l l e c t e d b y a c o m p u t e r i z e d
a c q u i s it i o n s y s t e m (D a t a q u e s t I V , D a t a S c i e n c e s I n t e r n a t i o n a l I n c . , S t P a u l , M N ; f i g u r e 3 )
a t t e n m i n u t e i n t e r v a l s a n d s t o r e d o n d i s k fo r t h e d u r a t i o n o f t h e s t u dy T h e s e fi l e s w e r e
t h e n s o r t e d a n d p r o c e s s e d t o e l im i n a t e o bv i o u s s ig n a l e r r o r s a n d a r t i f a c t s T h u s , t e m p e r a t u r e
v a l u e s a b o v e 4 0
' ' C a n d b e l o w SO^ C a n d H R v a l u e s g r e a t e r t h a n 5 0 0 b p m a n d l o w e r t h a n 2 0 0
b p m w e r e r e m o v e d f r o m f u r t h e r a n a l y s i s E x c l u d e d v a l u e s r e p r e s e n t e d l e s s t h a n 5% o f a l l
a c q u i r e d d a t a p o i n t s
T i s s u e S a m p l e C o l l e c t i o n a n d A n a l y s i s A t t h e c o n c l u s i o n o f t h e 9 6 h o u r m o n i t o r i n g
p e r i o d , i n d i v i d u a l s a m p l e s o f w h o l e b l o o d w e r e w i t h d r a w n f r o m t h e a o r t a o f p e n t o b a r b i t a l
a n e s t h e t i z e d r a t s a n d c e n t r i f u g e d ( 15 0 0 r p m x 10 m i n u t e s ) t o s e p a r a t e s e r u m , w h i c h w a s
p r o m p t l y t r a n s f e r r e d t o s a m p l e t u b e s a n d f r o z e n ( - 8 0
" C ) S e r u m w a s a s s a y e d f o r s p e c i fi c
e n z y m e m a r k e r s o f c a r d i a c d a m a g e (c r e a t i n e k i n a s e - m b , l a c t o s e d e h y dr o g e n a s e , a n d
h y d r o x y b u t y l d e h y d r o g e n a s e ) , a s w e l l a s m o r e g e n e r a l m a r k e r s o f l i v e r a n d r e n a l
d y s fu n c t i o n (s o r b i t a l d e h y d r o g e n a s e , a l k a l i n e p h o s p h a t a s e , b i l e a c i ds , l a c t o s e
d e h y dr o g e n a s e , a l a n i n e am i n o t r a n s f e r a s e , a n d a s p a r t a t e a m i n o t r a n s f e r a s e ) A l l s a m p l e s w e r e
a s s a y e d u s in g c o m m e r c i a l l y p r e p a r e d k i t s , c o n t r o l s , a n d s t a n d a r d s f r o m S i g m a C h e m i c a l
C o m p a n y (S t L o u i s , M O ) A l l a s s a y s w e r e m o d i fi e d f o r u s e o n t h e C o b a s F a r a I I
c e n t ri f u g a l s p e c t r o ph o t o m e t e r (H o f f m a n - L a R o c h e , B r a n c hb u r y , N J) F o r e a c h r a t , t h e h e a r t
w a s e x c i s e d
,
t r im m e d o f a t r i a l a n d a r t e r i a l t i s s u e , w a s h e d t w i c e w i t h s a l i n e t o r e m o v e e x c e s s
3 2
b l o o d
,
a n d b l o t e d d r y T h e r i g h t v e n t r i c l e w a s d i s s e c t e d a w a y f r o m t h e l e f t v e n t r i c l e a n d
s e p t u m a n d b o t h s e c t i o n s w e r e w e i g h e d a n d r e c o r d e d a s t h e r a t i o o f t h e w e i g h t s (r i g h t
v e n t r i c l e / l e f t v e n t r i c l e + s e p t u m ) T h e l u n g a n d t r a c h e a w e r e d i s s e c t e d a t t h e b a s e o f t h e
l a r y n x , c l e a r e d o f a n y r e s i d u a l e x t e r n a l t i s s u e , a n d w e i g h e d A l l l u n g s w e r e fi x e d f o r
m o r p h o l o g i c a n a l y s i s b y i n f l a t i o n w i t h 4 % p a r a f o r m a l d e h y d e ( » 10 m l p e r l u n g )
S t a t i s ti c s : So r t e d a n d p r o c e s s e d H R a n d T c o d a t a w e r e a v e r a g e d w i t h i n do s a g e g r o u p s a n d
a n a l y z e d b y T u k e y
'
s fi x e d e f f e c t s A N O V A A l l t e r m i n a l e n d p o i n t s (s e r u m e n z y m e s , o r g a n
w e i gh t s , e t c ) w e r e a v e r a g e d b y g r o u p a n d c o m p a r e d v i a St u d e n t ' s p a i r e d t - t e s t Pr o b a b i l it y
v a l u e s o f i O O l w e r e c o n s i d e r e d s i g n i fi c a n t
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R e s u l t s
C o r e T e m p e r a t u r e
R O F A i n s t i l l a t i o n e l i c i t e d a t r a n s i e n t d o s e - d e p e n d e n t d e c r e a s e i n T c o i n a n im a l s
h o u s e d a t 2 2
° C A n im a l s a d m i n i s t e r e d s a l i n e e x h i b i t e d a b r i e f e l e v a t i o n i n T c o d u e t o
h a n d l i n g , b u t r e t u r n e d t o p r e e x p o s u r e l e v e l s w i t h i n a f e w m i n u t e s T c o o f h i g h d o s e a n im a l s
d e c r e a s e d 2 . 2
° C (g r o u p m e a n ) a n d r e t u r n e d t o c o n t r o l v a l u e s w i t h i n s ix h o u r s p o s t -
i n s t i l l a t i o n (fi g u r e 4 ) L o w a n d m e d i u m do s e r a t s d i s p l a y e d l e s s s e v e r e T c o d e c r e a s e s
(0 6
° C a n d I S ^ C
,
r e s p e c t iv e ly ) , w i t h du r a t i o n s c o n s i d e r a b l y l e s s t h a n t h o s e o f t h e h i g h do s e
a n im a l s T h e T c o r e s p o n s e o f a n i m a l s h o u s e d a t 1 0
° C w a s s i m i l a r l y d o s e - r e l a t e d , bu t
p o t e n t i a t e d c o m p a r e d t o t h a t o f t h e 2 2
° C a n i m a l s T h e T c o o f t h e h i g h d o s e r a t s h o u s e d a t
I C C d e c r e a s e d 3 5
"
C , r e t u r n i n g t o c o n t r o l v a l u e s a pp r o x im a t e l y s i x h o u r s f o l l o w i n g R O F A
a d m i n i s t r a t i o n (fi g u r e 5 ) T h e T c o o f l o w a n d m e d i u m d o s e r a t s i n t h e l o w t e m p e r a t u r e
r e g im e n de c r e a s e d 0 5
° C a n d 2 9 ° C
,
r e s p e c t iv e l y . I n b o t h s t u d i e s c o n t r o l a n im a l s d i s p l a y e d
a n i n c r e a s e i n T c o w h i c h w a s b o t h b r i e f (< o n e h o u r ) a n d m o d e r a t e (< 0 . 5 ' ' C )
I n b o t h T
g
r e g i m e n s , t he h ig h d o s e r a t s e x h ib i t e d a d e l a y e d h y p o t h e r m i a o f u p t o
1 0
° C T h is d e l a y e d r e s p o n s e w a s m o s t p r o n o u n c e d o v e r a r a n g e o f a p p r o x im a t e l y 2 4
- 3 6
h o u r s f o l l o w i n g R O F A i n s t i l l a t i o n i n a n im a l s h o u s e d a t 2 2
° C a n d o v e r a r a n g e o f 12 - 7 2
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h o u r s p o s t - i n s t i l l at i o n i n a n im a l s h o u s e d a t l O
' C
T h e T c o o f a n im a l s w i t h o z o n e - i n d u c e d p u lm o n a r y i n f l a m m a t i o n d e c r e a s e d a n
a d d i t i o n a l 1 8 ° C c o m p a r e d t o t h a t o f h e a l t hy a n im a l s g i v e n t h e s a m e d o s e (2 . 5 m g ) o f
R O F A (fi g u r e 6 ) T h i s h y p o t h e r m i a l a s t e d a p p r o x im a t e l y 1 8 h o u r s a n d t h e n r e t u r n e d t o
c o n t r o l v a l u e s A s l ig ht , b u t s i g n i fi c a n t d e l a y e d r e s p o n s e w a s o b s e r v e d i n R O F A -
a d m i n i s t e r e d a n im a l s
A n im a l s w i t h M C T - i n d u c e d p u lm o n a r y h y p e r t e n s i o n d e c r e a s e d T c o i n a d o s e -
d e p e n d e n t m a n n e r i m m e d i a t e l y f o l l o w in g R O F A a dm i n i s t r a t i o n (fi g u r e 7 ) T c o o f l o w d o s e
r a t s d e c r e a s e d L C C i m m e d i a t e l y f o l l o w i n g R O FA a dm i n i s t r a t i o n , b u t r e t u r n e d t o p r e ¬
e x p o s u r e l e v e l s w i t h i n t w o ho u r s S i g n i fi c a n t d e v i a t i o n s f r o m c o n t r o l v a l u e s (u p t o 0 5
° C )
w e r e o b s e r v e d i n t h i s l o w do s e g r o u p s p o r a d i c a l l y f r o m 3 0
- 4 2 h o u r s a f t e r i n s t i l l a t i o n T h e
a c u t e T c o d e c r e a s e w a s do s e d e p e n d e n t (S C C a n d S S
^ C b e l o w c o n t r o l i n m e d i u m a n d
h i g h , r e s p e c t i v e l y ) , h o w e v e r , t h e h i g h d o s e g r o u p r e t u r n e d b r i e fl y t o c o n t r o l v a l u e s w h i l e
t h e m e d i u m d o s e g r o u p s t e a d i l y d e c r e a s e d t h r o u g h o u t t h e s t u dy A t 2 4 h o u r s p o s t -
i n s t i l l a t i o n
,
t h e T c o o f t h e h ig h d o s e g r o u p a ls o b e g a n a g r a d u a l d e c l i n e w h i c h r e m a i n e d
1 0
°
C b e l o w t h a t f o r t h e s a l i n e c o n t r o l g r o u p a t t h e e n d o f t h e s t u d y
H e a r t R a t e
I n g e n e r a l , H R r e s p o n s e p a t t e r n s w e r e h i g h l y c o r r e l a t e d w i t h T c o r e s p o n s e s i n a l l
g r o u p s I n a l l r e g im e n s , s a l i n e a n i m a l s e x h i b i t e d s l i g ht i n c r e a s e s i n H R f o r a f e w m i n u t e s
i m m e d i a t e l y f o l l o w i n g h a n d l i n g A v e r a g e H R o f m e d iu m d o s e r a t s h o u s e d a t 2 2
° C
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d e c r e a s e d 7 5 b p m b e l o w c o n t r o l f o r o n e h o u r i m m e d i a t e l y f o l l o w i n g i n s t i l l a t i o n , w h i l e t h e
H R o f h i g h d o s e a n im a l s d e c r e a s e d 9 5 b pm b e l o w c o n t r o l f o r a f o u r h o u r d u r a t i o n (f i g u r e
8 ) H R o f l o w do s e r a t s d i d n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r f r o m t h a t o f s a l i n e - t r e a t e d a n im a l s R a t s
h o u s e d a t c o l d T , d e m o n s t r a t e d a t w o - f o l d g r e a t e r d e c r e a s e i n t h e i r H R r e s p o n s e , w i t h
m e d i u m do s e r a t s d e c r e a s i n g H R 16 0 b pm , a n d h i g h d o s e r a t s d e c r e a s i n g H R 17 5 b pm
(f i gu r e 9 ) L o w d o s e r a t s h o u s e d at 10
°
C a l s o d e m o n s t r a t e d a b r i e f b u t s i g n i f i c a n t d e c r e a s e
o v e r c o n t r o l s (6 3 b p m ), d r i v e n i n p a r t b y t h e t r a n s i e n t H R i n c r e a s e s o b s e r v e d i n c o n t r o l
a n i m a l s f o l l o w i n g h a n d l i n g
H i g h d o s e a n im a l s o f b o t h t h e 2 2
' * C a n d l O^ C T
,
s t u di e s a l s o d i s p l a y e d a d e l a y e d
b r a d y c a r d i c r e s p o n s e . T h e 2 2
° C T
,
a n im a l s r e t u r n e d t o c o n t r o l v a l u e s r o u g h l y f o u r h o u r s
p o s t - i n s t i l l a t i o n , b u t e x h i b i t e d f u r t h e r d e c r e a s e s i n H R b e g i n n i n g a t 1 2 h o u r s w h i c h w e r e
m a r k e d l y lo w e r t h a n c o n t r o l f r o m 2 4 - 3 6 h o u r s f o l l o w i n g i n s t i l l a t io n H i g h d o s e a n i m a l s i n
t he 1 0 ' ' C T
,
s t u d y n e v e r r e t u r n e d t o c o n t r o l l e v e l s a n d d e m o n s t r a t e d s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s
(u p t o 16 0 b p m ) f r o m c o n t r o l v a l u e s f o r o v e r 4 8 ho u r s
O z o n e - i n du c e d i n f l a m m a t i o n p o t e n t i a t e d t h e d e c r e a s e i n H R o v e r a i r - e x p o s e d r a t s
r e c e i v i n g t h e s a m e do s e o f R O F A ( 124 b pm v e r s u s 9 5 b p m ), h o w e v e r , t h e d e l a y e d r e s p o n s e
w a s w e a k e r i n t h e o z o n e p r e t r e a t e d r a t s (f i g u r e 1 0 ) W h i l e t h e n a t u r e o f t h i s d im i n i s h e d
r e s p o n s e i s u n c l e a r , i t c o u l d p o t e n t i a l l y b e d u e t o i n d u c t i o n o f a n t i o x i d a n t e n z y m e s b y O 3
H R w a s m a r k e d l y d e c r e a s e d f o l l o w i n g o z o n e e x p o s u r e b u t r e t u r n e d t o c o n t r o l v a l u e s b e f o r e
R O F A i n s t i l l a t i o n s w e r e c o n du c t e d H R i n o z o n e t r e a t e d r a t s d i s p l a y e d a r e b o u n d e f f e c t o n
d a y t h r e e , r i s i n g 0 5
° C a b o v e c o n t r o l
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A n im a l s w i t h M C T - i n d u c e d pu lm o n a r y h y p e r t e n s i o n d e m o n s t r a t e d d e c r e a s e d H R
i n r e s p o n s e t o a l l do s e s o f R O F A (5 5 , 1 0 7 , a n d 12 2 b p m i n lo w , m e d i u m , a n d h i g h d o s e ,
r e s p e c t iv e l y ; f i g u r e 1 1) L o w d o s e r a t s r e t u rn e d qu i c k l y t o c o n t r o l v a l u e s w i t h t h e e x c e p t i o n
o f o n e l e t h a l it y , b u t di s p l a y e d s i g n if i c a n t d e c r e a s e s in H R f r o m c o n t r o l s du r i n g d a r k p e r i o d s
w h e n a c t i v i t y i s n o r m a l l y e l e v a t e d H i g h d o s e r a t s r e t u r n e d t o c o n t r o l l e v e l s 2 4 h o u r s
f o l l o w i n g i n s t i l l a t i o n , b u t t h e r e a f t e r de m o n s t r a t e d a p r o g r e s s i v e b r a d y c a r d i a f o r t h e
r e m a i n d e r o f t h e m o n i t o r i n g p e r i o d . M e d i u m do s e r a t s r e s p o n d e d s im i l a r l y t o t h e h i g h do s e
r a t s
,
b u t d i d n o t r e t u r n t o c o n t r o l v a l u e s a n d d i s p l a y e d a g r e a t e r d e c r e a s e i n H R I t s h o u l d
b e n o t e d t h a t t h i s r e s p o n s e is p r o b a b ly a s t a t i s t i c a l a n o m a l y , d r i v e n i n p a r t b y t h e l o w s u bj e c t
n u m b e r . D i s p r o p o r t i o n a l l e t h a l i t i e s ( 1, 3 , a n d 2 i n t h e l o w , m e d i u m a n d h i g h d o s e g r o u p s ,
r e s p e c t i v e l y ) p r e c l u d e d a n a l y s i s o f b o t h t h e h i g h a n d m e d i u m g r o u p s w i t h t h e s t a t i s t i c a l
m o d e l s u s e d f o r t h e p r e v i o u s r e g im e n s
A r r h y t h m i a s a n d E l e c t r o c a r d i o g r a m C h a n g e s
I n a l l s t u d i e s
,
e x p o s u r e t o R O F A w a s a s s o c i a t e d w i t h a d o s e - d e p e n d e n t i n c r e a s e i n
t h e f r e qu e n c y o f c a r d i a c a r r h y t h m i a s S e v e r a l t y p e s o f a r r h y t h m i a s w e r e c o m m o n l y
o b s e r v e d
,
r a n g i n g i n s e v e r it y f r o m o c c a s i o n a l i n n o c u o u s p r e m a t u r e c o n t r a c t i o n s a n d R - R
i n t e r v a l c h a n g e s (f i g u r e 12 ) t o s e r i o u s c o n d u c t i o n de f i c i t s s u c h a s p r o l o n g e d A V b l o c k a d e
a n d b u n d l e b r a n c h b lo c k s (f i gu r e 13 )




t h e f r e q u e n c y o f a r r h y t hm i a s w a s i n c r e a s e d i n h i g h a n d
m e d i u m d o s e g r o u p s f o r t h e fi r s t 2 4 ho u r s , b u t s l o w l y s u b s i d e d th e r e a f t e r (t a b l e 2 ) T h e
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m e d i u m d o s e a n i m a l s o f t h e c o l d T
,
s tu d y b e h a v e d i n a s i m i l a r m a n n e r , b u t t h e f r e q u e n c y
o f a r r h y t h m i c e v e n t s i n t h e h i g h d o s e a n im a l s d i d n o t d im i n i s h o v e r t h e s e c o n d 24 h o u r
p e r i o d (t a b l e 3 ) O z o n e - i n d u c e d p u lm o n a r y i n f l a m m a t i o n d i d n o t a p p e a r t o h a v e a n y
m a r k e d e f f e c t o n t h e f r e q u e n c y o r s e v e r i t y o f a r r h y t hm i c e v e n t s w h e n c o m p a r e d t o u n t r e a t e d
a n im a l s r e c e i v i n g R O F A (t a b l e 4 )
M C T - t r e a t e d a n im a l s d i s p l a y e d i n c r e a s e s i n t h e f r e q u e n c y a n d s e v e r i t y o f a r r h y t h m i c
e v e n ts f o l lo w i n g a l l d o s e s o f R O F A (t a b l e 5 ) , a n d t he f r e qu e n c y o f a r r h y t h m i a s w a s e l e v a t e d
a t t h e e n d o f t h e 9 6 h o u r m o n i t o r i n g p e r i o d f o r a l l t h r e e g r o u p s r e c e i v i n g R O FA
D e p r e s s i o n o f t h e S- T s e g m e n t a r e a w a s o b s e r v e d i n s e v e r a l o f t h e s u r v i v i n g a n im a l s
L e t h a l i t i e s o c c u r r e d i n a l l d o s e g r o u p s e x c e p t c o n t r o l a n d w e r e p r e c e d e d b y s e v e r e
h y p o t h e r m i a a n d b r a d y c a r d i a , a s w e l l a s d i s t i n c t E CG a b n o r m a l i t i e s T h e s e a b n o r m a l i t i e s
w e r e g e n e r a l l y e x p r e s s e d i n o n e o f t w o w a y s : 1 ) d e p r e s s e d S- T s e g m e n t s w h i c h l a s t e d o v e r
a n h o u r a c c o m p a n i e d b y g r a d u a l m y o c a r d i a l f a i l u r e (f i g u r e 14 ) , o r 2 ) s u d d e n m y o c a r d i a l
f a i l u r e w i t h a s s o c i a t e d c o n d u c t i o n a b n o r m a l i t i e s (f i g u r e 1 5 )
G r o s s O r g a n P a t h o l o g y a n d Se r u m A n a l y s i s
I n a l l s t u d i e s , R O F A c a u s e d a d o s e - d e p e n d e n t i n c r e a s e i n l u n g w e t w e i g h t a n d
p r o d u c e d o b s e r v a b l e i n f l a m m a t i o n , n e c r o s i s , a n d f o c a l e d e m a o f t h e l u n g R V /L V S w a s
n o t a f f e c t e d b y R O F A i n a n y s t u d y , a lt h o u g h M CT - t r e a t e d r a t s d i s p l a y e d s i g n i f i c a n t (p <
0 0 0 1) h y p e r t r o p hy o f t h e r i g h t v e n t r i c l e (R V / L V S = 0 . 3 4 7 9 ± 0 0 5 8 ) c o m p a r e d t o r a t s n o t
r e c e i v i n g M CT (0 2 6 3 0 ± 0 0 5 6 ) E u t h a n i z e d M C T - t r e a t e d r a t s h a d a s i g n i f i c a n t l y h i g h e r
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R V / L V S r a t i o (p < 0 0 1 ) t h a n r a t s t h a t d i e d d u r i n g t h e s t u d y (0 . 3 0 7 7 ± 0 0 34 )
N o s i g n i f i c a n t a l t e r a t i o n s i n s e r u m e n z y m e s w e r e o b s e r v e d i n r e s p o n s e t o R O F A
e x p o s u r e M C T - t r e a t e d a n im a l s h a d i n c r e a s e s i n l i v e r b i o m a r k e r s (l a c t o s e d e h y dr o g e n a s e ,
b i l e a c id s ) a n d o n e c a r d i a c m a r k e r , hy d r o x y b u t y l d e h y d r o g e n a s e (H B D H ) , o v e r a n i m a l s n o t
r e c e i v i n g M C T , b u t t h e s e s h o w e d n o a s s o c i a t i o n w i t h R O F A d o s e T h e s i n g l e s u r v i v i n g
m e d i u m d o s e M C T - t r e a t e d a n im a l h a d s e v e r e l y e l e v a t e d l e v e l s o f m o s t h e p a t i c a n d c a r d i a c
e n z y m e s (t a b l e 8 )
3 9
D i s c u s s i o n
T h e r e s u l t s o f t h e p r e s e n t s t u d y s u p p o r t t ho s e o f p r e v i o u s s t u d i e s w h i c h o b s e r v e d
s i g n if i c a n t d o s e - r e l a t e d d e c r e a s e s i n T c o a n d H R i n r o d e n t s f o l l o w i n g e x p o s u r e t o x e n o b i o t i c
a g e n t s T h e s e r e s u l t s a l s o s u p p o r t e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s w h i c h s u g g e s t t h a t p r e e x i s t i n g
c a r d i o p u lm o n a r y d i s e a s e m a y b e a r i s k f a c t o r f o r PM - r e l a t e d t o x i c i t y (B u r n e t t e t a l , 1 9 9 5 ;
S c h w a r t z a n d M o r r i s , 1 9 9 5 ) , a n d im p l i c a t e b o t h c o n d u c t i v e a n d h y p o x e m i c E C G
m e c h a n i s m s i n c a r d i a c - r e l a t e d l e t h a l i t i e s
T h e hy p o t h e r m i c r e s p o n s e e l i c i t e d b y R O F A a p p e a r e d t o e x h i b i t a b i p h a s i c p a t t e r n
a n d w a s e x a c e r b a t e d b y c h a n g e s i n e x p e r im e n t a l c o n d i t io n s a n d a n i m a l m o d e l s o f
c a r d i o p u lm o n a r y d i s e a s e T h e a c u t e p h a s e o f t h e s e p a r a m e t e r de c r e a s e s p o t e n t i a l l y
r e p r e s e n t s a n i n h e r e n t d o s e - d e p e n d e n t r e s p o n s e t o x e n o b i o t i c a g e n t s s im i l a r t o t h a t
p r e v io u s l y r e p o r t e d f o r o z o n e o r c h l o r d im e f o r m e x p o s u r e (W a t k i n s o n a n d G o r d o n , 1 9 9 3 ) ,
w hi l e t h e d e l a y e d p h a s e m a y b e r e l a t e d t o s u b s e q u e n t i n f l a m m a t i o n o r e d e m a T h e d e l a y e d
p h a s e o f t h e o b s e r v e d r e s p o n s e i s p e r h a p s u n i q u e t o R O F A , a s p r e v i o u s l y r e p o r t e d
h y p o t h e r m i c r e s p o n s e s t o o z o n e w e r e o f a n a c u t e n a t u r e a n d w e r e r e s o l v e d f o l l o w i n g
c e s s a t i o n o f e x po s u r e (W a t k i n s o n e t a l , 1 9 94 ) T h e d e l a y e d h y p o t h e r m i a e l i c i t e d b y R O F A
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c o i n c i d e s w i t h t h e d e v e l o p m e n t o f p u lm o n a r y i n fl a m m a t i o n a n d r e s u l t a n t e d e m a ; a s
r e s p i r a t o r y e x c h a n g e i s a m e a n s o f t h e r m o r e g u l a t i o n i n t h e r a t , s u c h i n fl a m m a t i o n m a y
i n c r e a s e h e a t d i s s i p a t i o n a n d a t l e a s t p a r t i a l l y p r o m o t e t h e o b s e r v e d d e l a y e d p h a s e
h y p o t h e r m i a Se v e r a l p r e v i o u s s t u d i e s h a v e r e p o r t e d i n c r e a s e s i n PM N , m a c r o p h a g e s , a n d
t o t a l c e l l s i n b r o n c h o a l v e o l a r l a v a g e fl u i d 2 4
- 7 2 h o u r s f o l l o w i n g i n s t i l l a t i o n o f v a r i o u s
x e n o b i o t i c s (H i r a n o e t a l , 1 9 9 0 ; B o w d e n a n d A d a m s o n , 1 9 7 8 ) Sp e c i fi c a l l y , B o w d e n a n d
A da m s o n ( 197 8 ) d e m o n s t r a t e d a d e l a y e d i n c r e a s e o f l a v a g a b l e a n d i n t e r s t i t i a l i n fl a m m a t o r y
c e l l s f o l lo w i n g i n s t i l l a t i o n o f c a r b o n p a r t i c l e s T h e s e c a r b o n p a r t i c l e s w e r e q u i c k l y t a k e n
u p b y T y p e I a l v e o la r c e l ls b u t d i d n o t a c c e s s t h e i n t e r s t i t i u m u n t i l 1 2 h o u r s p o s t i n s t i l l a t i o n
(A d a m s o n a n d B o w d e n , 1 9 7 8 ) U n l i k e O 3 , w h i c h r e a c t s r a p i d l y w i t h t h e l u n g s u r f a c t a n t
l a y e r , P M m a y r e s i d e i n t h e l u n g s f o r d a y s b e f o r e it i s c l e a r e d (P e p e l k o , 19 8 7) , c a u s i n g
p r o l o n g e d i r r i t a t i o n a n d i n fl am m a t i o n Su c h r e t e n t io n o f PM m a y p l a y a r o l e i n t h e d i f f e r e n t
p a t t e r n s o f h y p o t h e r m i c r e s p o n s e c a u s e d b y t h e t w o t o x i c a n t s
E x p e r im e n t a l m o d e l s o f r e p o r t e d r i s k f a c t o r s f o r PM e x p o s u r e (c o l d - a c c l im a t e d ,
p u lm o n a r y i n fl a m m a t i o n , a n d p u lm o n a r y i n fl a m m a t i o n a n d h y p e r t e n s i o n ) w e r e s h o w n t o
po t e n t i a t e t h e o b s e r v e d hy po t h e r m i c r e s p o n s e T h e m a g n i t u d e s o f t h e m a x im u m d e c r e a s e s
i n T c o a n d H R s e e n i n n o r m a l a n i m a l s e x p o s e d t o 2 5 m g R O F A (2 2
'' C ; 9 5 b p m ) w e r e
s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d i n t h e c o l d T , a n im a ls (S S
^
C ; 17 5 b p m ), t h e O j - p r e e x p o s e d a n im a l s
(3 8
' ' C ; 12 5 b pm ), a n d t h e M C T - t r e a t e d a n im a l s (3 r C ; 12 0 b pm ) T h i s e x a c e r b a t i o n o f
P M t o x i c i t y e l i c i t e d b y a n i m a l m o d e l s o f c a r d io p u l m o n a r y d i s e a s e s u p p o r t s fi n d i n g s o f
e p i d em io l o g i c a l s t u d i e s w h i c h s u g g e s t t ha t h u m a n s w i t h s im i l a r d i s e a s e s m a y b e a t g r e a t e r
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ri s k fo r PM m o r b i d i t y a n d m o r t a l i t y H o w e v e r , t h e s e d o s e - r e l a t e d c h a n g e s i n T c o a n d H R ,
w h i c h m a y b e s p e c i f i c t o e i t h e r r o d e n t s a n d /o r t h e h i g h d o s a g e s a d m i n i s t e r e d s u g g e s t t h a t
t h e r o d e n t p h y s i o l o g y /m e t a b o l i s m i s d i f f e r e n t a t e a c h d o s e
T h e i n c r e a s e d h y p o t h e r m i c r e s p o n s e i n c o l d
- a c c l im a t e d a n im a l s m a y b e a t l e a s t
p a r t i a l l y a t t r i b u t a b l e t o a n i n c r e a s e d




t h e i n c r e a s e d m a g n i t u d e o f t h e
d i f f e r e n c e b e t w e e n T c o a n d T , im p r o v e s t h e e f fi c i e n c y o f h y p o t h e r m i c e f f e c t o r s r e s u l t i n g
i n a l a r g e r d e c r e a s e i n T c o S im i l a r l y , H R i n c o l d - a c c l im a t e d r a t s m a y r a n g e f r o m 5 0 - 1 0 0
bpm h i g h e r t h a n r a t s a c c l im a t e d t o 2 2
° C d e p e n d i n g o n t h e s t a t e o f w a k e f u l n e s s a n d l e v e l o f
a c t i v i t y a n d a l s o h a s a g r e a t e r po t e n t i a l f o r c h a n g e
Wh i l e t h e dr i v i n g f o r c e f o r t h e h y p o t h e r m i c r e s p o n s e i s o b v i o u s l y g r e a t e r f o r t h e
a n im a l s h o u s e d a t 1 0
°
C T „ i t i s u n c l e a r w h y t h e P p r e e x p o s e d a n i m a l s r e s p o n d e d s o
s e v e r e l y , p a r t i c u l a r l y i n l i g h t o f s t u d i e s s h o w i n g r a p i d a d a p t i o n t o r e p e a t e d o z o n e e x p o s u r e
a n d a t t e n u a t e d hy po t h e r m i c r e s p o n s e (W a t k i n s o n e t a i , 1 9 95 ) O 3 c a n i n c r e a s e p e r m e a b i l i t y
o f l u n g t i s s u e , w h i c h i n c r e a s e s t h e f l u i d a n d c o n s t i t u e n t s i n t h e l u n g c a p a b l e o f r a d i c a l
f o r m a t i o n v i a F e n t o n - t y p e r e a c t i o n s O 3 c a n a l s o i n h i b i t m u c o c i l i a r y c l e a r a n c e , t h e r e b y
i n c r e a s i n g t h e e x p o s u r e t i m e t o l a r g e r p a r t i c l e s
T h e r e po r t e d e p i d e m i o lo g i c a l a s s o c i a t i o n b e t w e e n i n c r e a s e d c a r d ia c s y m p t o m s a n d
i n c r e a s e d PM e x p o s u r e i n h u m a n s i s s u p p o r t e d b y t h e r e s u l t s o f t h e p r e s e n t s t u d y G o d l e s k i
( 1 9 9 6) h a s r e c e n t l y p r e s e n t e d e v i de n c e o f T w a v e a l t em a n s i n do g s e x p o s e d t o PM , a n e f f e c t
r e p o r t e d t o b e a p r e d i c t o r o f f a t a l a r r h y t h m i a s T h e p r e s e n t s t u d y d e m o n s t r a t e d i n c r e a s e s
i n t h e f r e q u e n c y a n d s e v e r i t y o f a r r h y t h m i c e v e n t s f o l lo w i n g R O FA i n s t i l l a t i o n T h e
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i n d u c e d a r r h y t h m i a s r a n g e d i n s e v e r i t y f r o m c h a n g e s i n R - R i n t e r v a l a n d o c c a s i o n a l
p r e m a t u r e b e a t s t o s e r i o u s c o n d u c t i o n d e f e c t s a n d s k i p p e d b e a t s . T h e im p o s e d r is k f a c t o r s
p o t e n t i a t e d t h e s e e v e n t s , w i t h t h e g r e a t e s t e f f e c t s s e e n i n t h e M CT - t r e a t e d a n im a l s , a l t h o u g h
e v e n c o n t r o l a n im a l s f r o m t h i s g r o u p s o m e t im e s e x h i b i t e d s p o n t a n e o u s a r r h y t h m i a s
W h e t h e r t h e R O F A - i n du c e d a r r h y t h m i a s i n t h e r a t a r e r e l e v a n t t o t h e h u m a n
c o n d i t i o n r e m a i n s u n c l e a r A r r h y t h m i a s a n d b r a dy c a r d i a o f a s im i l a r n a t u r e h a v e b e e n
r e p o r t e d i n r a t s f o l l o w i n g o z o n e (A r it o e t a l , 19 9 0 ) a n d n i t r o g e n d i o x i d e e x p o s u r e (T s u b o n e
e t a l
,
19 82 ) T s u b o n e e t a l ( 19 82 ) a t t e n u a t e d t h e s e e f f e c t s b y a t r o p i n e i n j e c t i o n , s u g g e s t i n g
t he b r a dy c a r d i a w a s c a u s e d b y i n c r e a s e d v a g a l t o n e M a n y o f t h e s p e c i f i c a r r h y t h m i c e v e n t s
e l i c i t e d b y RO F A in s t i l l a t i o n w e r e r e p r o du c i b l e b y i n t r a v e n o u s i n f u s i o n o f a c e t y l c h o l i n e i n
a n e s t h e t iz e d r a t s (A dd e n du m A ), s t r e n g t he n i n g t h e h y po t h e s i s t ha t t he o b s e r v e d h y p o th e r m i c
r e s p o n s e m a y b e p a r t i a l l y m e d i a t e d b y t h e p a r a s y m p a t h e t i c n e r v o u s s y s t e m T h i s
p r e l i m i n a r y s t u d y o f t h e m e c h a n i s m (s ) o f t h i s r e s po n s e d e m o n s t r a t e d M o b i t z t y p e I I A V
n o d e b lo c k s a n d p r e m a t u r e v e n t r i c u l a r c o n t r a c t i o n s f o l l o w i n g m e t h a c h o l i n e o r a c e t y l c h o l i n e
i n j e c t e d v i a t h e j u g u l a r v e i n o f s a l i n e - a n d R O F A - t r e a t e d r a t s I n o n e s u bj e c t , a c e t y l c h o l i n e
i n f u s i o n e l i c i t e d a s e v e r e c o n d u c t i o n d i s t u r b a n c e f o r a s e v e n s e c o n d p e r i o d , d u r i n g w h i c h
t h e h e a r t w a s u n a b l e t o g e n e r a t e a s i n g l e b e a t T h i s e v i d e n c e s u g g e s t s t h e p o s s i b l e e x i s t e n c e
o f a c e n t r a l n e r v o u s s y s t e m c o m p o n e n t o f PM t o x i c i t y , h o w e v e r , i t m a y b e s p e c i f i c t o
r o d e n t s a n d h a v e l i t t l e o r n o r o l e i n t h e r e p o r t e d m o r t a l i t y a n d m o r b i d i t y i n h u m a n s
L e t h a l i t y w a s o n l y o b s e r v e d i n t h e M C T - t r e a t e d g r o u p a n d a p p e a r e d t o b e c o n s i s t e n t
w it h e it h e r 1 ) a r e l a t iv e l y s lo w f a i l u r e o f t h e m y o c a r di u m d u e t o t h e p r e s e n c e o f p u l m o n a r y
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e d e m a a n d c o n s e qu e n t h y po x e m i a l e a d i n g t o m y o c a r d i a l i s c h e m i a , a s s h o w n b y s e v e r e S T
-
s e g m e n t a r e a d e p r e s s i o n (f i g u r e 14 ) , o r 2 ) a n a b r u p t f a i lu r e o f t h e h e a r t d u e t o a c o n d u c t i o n -
r e l a t e d f a ta l a r r h y t hm i a (f ig u r e 1 5 ) T h e l a t t e r s c e n a r i o w a s c o m m o n t o m o s t l e t h a l i t i e s , a n d
w a s c h a r a c t e r i z e d b y a r e l a t i v e l y s t a b l e r h y t h m w i th c o n s i d e r a b l e c o n du c t i v e
"
n o i s e " o r
m y o c a r d i a l i r r i t a b i l i t y T h e s e s c e n a r i o s c o n c u r w i t h t w o p r e d o m i n a n t h y p o t h e s e s o f w h y
c a r d i a c h o s p i t a l a d m i s s i o n s a r e p o s i t i v e l y a s s o c i a t e d w i t h i n c r e a s e d P M l e v e l s
M i s d i a g n o s i s o f h e a r t f a i l u r e w h i c h i s a c t u a l l y s e c o n d a r y t o e d e m a a n d s u b s e qu e n t
h y p o x em i a w a s s u g g e s t e d by B a t e s ( 19 9 2 ) a n d i s c o n s i s t e n t w i t h t h e f i r s t l e t h a l i t y s c e n a r i o
S u d d e n u n e x p e c t e d d e a t h f r o m h e a r t f a i l u r e m a y a l s o b e a s s o c i a t e d w i t h h y p o x e m i c
c o n di t io n s (B a r r , 1 9 9 4 ; K i e l y e t a l . 19 9 5 ) a n d a p p e a r s c o n s i s t e n t w i t h t h e l a t t e r h y p o t h e s i s
T h e E C G a b n o r m a l i t i e s i n l e t h a l it i e s c h a r a c t e r i z e d b y s e v e r e c a r d i a c i r r i t a b i l i t y
(f i g u r e 1 5 ) a r e d is t i n g u i s h a b l e f r o m t h e s p e c i f i c a r r h y t h m i a s t y p i c a l o f t h o s e b r o u g h t o n b y
a c e t y l c h o l i n e i n f u s i o n (f i g u r e 16 ) B e c a u s e s u c h E C G
"
n o i s e " w a s n o t o b s e r v e d i n
s u r v i v i n g a n im a l s , t h e m e c h a n i s m o f m o r t a l i t y i n M C T r a t s m a y b e du e t o a d if f e r e n t
m e c h a n is m t h a n t h a t o f t h e h y p o t h e rm i c / p a r a s y m p a t h e t i c r e s p o n s e . I t i s c l e a r , h o w e v e r , t h a t
t h e s e c a r d i a c a b n o r m a l i t i e s a r e i m p o r t a n t c o m p o n e n t s o f t h e o b s e r v e d P M t o x i c i t y
H y p o t h e t i c a l l y , R O F A a n d it s c o n s t i t u e n t s c a n a f f e c t t h e m y o c a r d i u m d i r e c t l y v i a
t r a n s l o c a t i o n t h r o u g h t h e b l o o d s t r e a m , o r i n d i r e c t ly b y i t s e f f e c t s o n t h e l u n g s Su r f a c e -
c o m p l e x e d t r a n s i t i o n m e t a l s , e s p e c i a l l y F e , V , a n d N i , a r e k n o w n c a r d i o t o x i n s , h o w e v e r ,
t h e i r p r e s e n c e i n t h e b l o o ds t r e a m h a s y e t t o b e r e p o r t e d . C y t o k i n e p r o du c t i o n a n d r e l e a s e
i n t o t h e b l o o d s t r e a m h as b e e n r e p o r t e d f o l l o w i n g i n h a l a t i o n o f p a r t i c l e s (O b e r d o r s t e r , 19 9 5) ,
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an d i n c r e a s e s i n c a r di a c m a c r o p h a g e s h a v e b e e n o b s er v e d f o l l o w i n g e x p o s u r e t o o i l f l y a s h
(G o d l e s k i , 1 9 96 ) Wh e t h e r t h e s e t w o o b s e r v a t i o n s a r e r e l a t e d m e c h a n i s t i c a l l y a n d w h e t h e r
o r n o t t h e y c o n t r i b u t e t o t h e a r r h y t h m i a s r e p o r t e d i n t h e p r e s e n t s t u dy a r e u n k n o w n
D e c r e a s e d g a s e x c h a n g e b r o u g h t o n b y P M - i n d u c e d i n f l a m m a t i o n m a y b e s e v e r e e n o u g h i n
r e s p i r a t o r y d i s e a s e p a t i e n t s t o c a u s e h y p o x e m i a w h i c h m a y c r e a t e o b s e r v a b l e e f f e c t s o n
c a r d i a c f u n c t i o n Si m i l a r l y , a s l i g h t , o t h e r w i s e i n n o c u o u s d e c r e a s e i n b l o o d o x y g e n l e v e l
m a y l e a d t o r e g i o n a l i s c h e m i a i n c o r o n a r y a r t e r y d i s e a s e p a t i e n t s I t i s qu i t e p r o b a b l e , g i v e n
t h e v a r i e d c o m p o s i t i o n s o f r e g i o n a l PM a n d th e p a n o p l y o f s u g g e s t e d r i s k f a c t o r s f o r PM
t o x i c i t y , t ha t a l l o f t h e s e m e c h a n i s m s , as w e l l a s o t h e r s a s y e t u n k n o w n , m ay p l a y a r o l e i n
t h e e p i de m i o l o g i c a l l y o b s e r v e d m o r b i d i t y a n d m o r t a l i t y
T h e r e a r e s e v e r a l m e t h o do l o g i c a l a s p e c t s o f t h e p r e s e n t s t u dy t h a t s h o u l d b e
c o n s i d e r e d P r e v i o u s s t u d i e s h a v e b e e n c r i t i c i z e d r e g a r d i n g t h e e v i r o n m e n t a l r e l e v e n c e o f
t h e h i g h d o s e s u s e d t o e l i c i t r e s p o n s e s f r o m s u bj e c t s W h i l e 2 5 m g R O F A i s l o w i n
c o m p a r i s o n w i t h s e v e r a l o t h e r a n i m a l s t u d i e s , i t i s t h r e e o r d e r s o f m a g n i t u d e g r e a t e r t h a n
e x p o s u r e s c a u s i n g m o r t a l i t y i n h u m a n s H o w e v e r , r e c e n t r e p o r t s o f o c c u p a t i o n a l s e t t i n g s
w i t h f l y a s h l e v e l s e x c e e d i n g 3 m g /m
^
s u g g e s t t h a t hu m a n s m a y b e e x p o s e d t o d o s e s i n t h i s
r a n g e (H a u s e r e t a l , 1 9 9 5 ) W h i l e s a m p l e s i z e a n d i n d i v i du a l v a r i a t i o n a r e im po r t a n t
f a c t o r s , t h e o b s e r v e d r e s p o n s e o f M C T - t r e a t e d r a t s a d m i n i s t e r e d 0 2 5 m g R O F A i s
e n c o u r a g i n g T h e T c o o f u n t r e a t e d s u bj e c t s d e c r e a s e d o n l y s l i g h t l y f o l l o w i n g i n s t i l l a t i o n o f
0 2 5 m g R O F A , w h e r e a s t h e M C T - c o m p r o m i s e d a n im a l s d e m o n s t r a t e d i n c r e a s e d m o r t a l i t y
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a n d s e v e r e d e c r e a s e s i n T c o -
A n im p o r ta n t d r aw b a c k o f t h e M CT p u l m o n a r y h y p e r t e n s i o n m o d e l i s t h e v a r i a b i l i t y
o f p a t ho g e n e s i s f o r i n d i v i du a l r a t s O n e l e t h a l i t y o c c u r r e d b e f o r e R O F A i n s t i l l a t io n a n d , f o r
o bv i o u s r e a s o n s , w a s e x c l u d e d f r o m t h e s t u d y Sl i g h t h y p o t h e r m i a i n MC T - t r e a t e d r a t s i n
t h e a b s e n c e o f R O FA w a s f o u n d t o b e p r e d i c t i v e o f d e a t h w it h i n r o u g h l y 2 4 h o u r s , a n d
s e v e r a l r a t s i n t h e p r e s e n t s t u d y h a d t e m p e r a t u r e s 1
" C b e l o w t h e g r o u p a v e r a g e j u s t p r io r t o
i n s t i l l a t i o n T h e e x p e r im e n t a l d e s i g n o f t h e p r e s e n t s t u d y p r e s u m e d a h o m o g e n e o u s
r e s p o n s e t o t h e MC T t r e a t m e n t , h o w e v e r , i n f u t u r e s t u d i e s i t m a y b e p r e f e r a b l e t o u s e m o r e
i n d i v i d u a l d i a g n o s e s t o a s s e s s t h e e x t e n t o f p u lm o n a r y h y p e r t e n s io n b e f o r e e x p o s u r e t o
R O FA Wh il e t h e r e r e m a i n s e v e r a l c a v e a t s t o t h e M CT m o d e l o f p u lm o n a r y h y p e r t e n s i o n
a s i t c o m p a r e s t o t h e h u m a n s i t u a t i o n (H e a t h , 1 9 9 2 ) , t h e r e s u l t s o f t h e p r e s e n t s t u dy s u g g e s t
t h a t i t p r o v i de s a u s e f u l a n d s e n s i t i v e m o d e l f o r s t u d y i n g R O F A t o x i c i t y
T h e pe r c e n t a g e s o f l e t h a l i t y w e r e n o t s i g n i f i c a n t l y d o s e - r e l a t e d w h i c h i s m o s t l i k e l y
a t t r i b u t a b l e t o b o t h t h e l o w s u bj e c t n u m b e r a n d t h e n o n ho m o g e n e o u s p a t h o g e n e s i s f o r M C T
A m o r e e l a b o r a t e l e t h a l i t y s t u d y w i t h g r e a t e r s a m p l e s i z e m i g h t c r e a t e a m o r e s t a t is t i c a l l y
s o u n d do s e r e s p o n s e c u r v e
A n im p o r t a n t c a v e a t f o r a l l o f t h e s e c o m p r o m i s e d a n im a l m o d e l s i s t h e t im e r e q u i r e d
f o r f u l l d e v e l o p m e n t o f t h e s p e c i f i c p a t ho l o g y H u m a n d i s e a s e s s u c h a s h y p e r t e n s i o n a n d
C O P D r e q u i r e y e a r s t o d e v e l o p , w h i l e t h e m o d e l s u s e d i n t h e p r e s e n t s t u d y d e v e l o p o v e r
p e r i o d s r a n g i n g f r o m 18 h o u r s t o t w o w e e k s T h e s e m o d e l e d p a t h o l o g i e s c a n n o t p r o d u c e
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t h e d e g r e e o f lu n g o b s t r u c t i o n a n d e l a s t i c i t y f o u n d a f t e r y e a r s o f fi b r o s i s A l s o , a l t e r a t i o n s
t o t h e h e a r t m u s c l e a n d a r t e r i e s o f r a t s c a n n o t m a t c h t h o s e c h a n g e s w h i c h o c c u r o v e r a
h u m a n l if e t i m e H o w e v e r , i t s h o u l d a l s o b e n o t e d t h a t h u m a n d i s e a s e o f t e n f a i l s t o c o n f o r m
t o t h e de fi n i t i o n s o f t h e d i a g n o s is , a n d t h a t t h e s e a n i m a l m o d e l s s e r v e p r i m a r i l y t o h i g h l i g h t
s u s c e pt i b l e s u b g r o u p s a n d n o t t o e s t a b l i s h i n d i v i d u a l m e c h a n i s m s f o r e a c h h u m a n d i s e a s e
W i t h r e s p e c t t o e d e m a a n d m o r t a l i t y , t h e a n im a l s o f t h e p r e s e n t s t u dy r e s p o n d e d
m u c h m o r e s e v e r e l y in t e r m s o f m o r t a l i t y a n d g r o s s p a t h o l o g y t o M C T a dm i n i s t r a t io n t h a n
h a s b e e n r e p o r t e d i n t h e l i t e r a t u r e f o r t h e s a m e d o s ag e I t i s u n c l e a r w h e t h e r t h i s
e x a c e r b a t i o n w a s a r e s u lt o f s u r g ic a l p r o c e du r e s , a n e s t h e t i c u s e , o r h o u s i n g c o n d i t i o n s . T h e
i n du c in g e f fe c t o f p e n t o b a r b it a l o n P4 5 0 is o z y m e s m a y p l a y a n im p o r t a n t r o l e i n m o du l a t i n g
M CT b i o t r a n s f o r m a t i o n t o i t s t o x i c m e t a b o l i t e
,
M CT P B r u n e r e t a l ( 1 9 8 6 ) d e m o n s t r a t e d
a p o t e n t i a t i o n o f t h e M C T t o x i c i t y i n r a t s p r e t r e a t e d w i t h p h e n o b a r b i t a l , a k n o w n P 4 5 0
i n du c e r
,
a n d a n a t t e n u a t i o n o f M CT t o x i c i t y i n r a t s p r e t r e a t e d w i t h SK F - 5 2 5 A (a c o m p o u n d
w h i c h i n h i b i t s P 4 5 0 e x p r e s s i o n ) P e n t o b a r b it a l p o t e n t i a t i o n o f M C T h a s n o t b e e n
sp e c i fi c a l ly s t u d i e d , b u t i t i s k n o w n t o i n c r e a s e l e v e l s o f m u l t i - f u n c t i o n o x i d a s e s s u c h a s t h e
P 4 50 i s o z y m e s a n d t h e r e fo r e i s o f c o n c e r n w h e n e x a m i n i n g t h e r e s u lt s o f t h i s s t u d y A p i l o t
e x p e r im e n t (A dd e n du m B ), c o n d u c t e d t o d e t e r m i n e t h e e f f e c t o f p e n t o b a r b i t a l o n t h e M CT
t o x i c i t y , d e m o n s t r a t e d i n c r e a s e d l u n g w e i g h t a n d n o n s i g n i fi c a n t i n c r e a s e d m o r t a l i t y i n t h e
g r o u p a dm i n i s t e r e d b o t h p e n t o b a r b i t a l a n d M C T o v e r a l l o t h e r g r o u p s (s a l i n e / s a l i n e ,
p e n t o b a r b i t a l/ s a l i n e , s a l i n e /M C T ) Wh i l e n o t d e fi n i t i v e , t h e s e r e s u l t s s u g g e s t a p o s s i b l e
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s y n e r g i s t i c e f f e c t o f p e n t o b a r b i t a l p r e t r e a t m e n t o n M C T p u l m o n a r y t o x i c i t y
C o n c l u s i o n s
T h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y s u p po r t w i t h t h e a s s o c i a t i o n s o b s e r v e d e p i d e m i o l o g i c a l l y
b e t w e e n i n c r e a s e d l e v e l s o f a m b i e n t P M a n d e x c e s s d a i l y m o r t a l i t y i n h u m a n s T h e
c o m pr o m i s e d a n im a l m o d e l s u s e d i n t h i s s t u d y d e m o n s t r a t e d a n e x a c e r b a t i o n o f t h e e f f e c t
o f R O FA o n c a r d i o v a s c u l a r a n d t h e r m o r e g u l a t o r y p a r a m e t e r s , f u r t h e r s u p p o r t i n g th e u s e o f
s u c h m o d e l s t o a s s e s s t h e p l a u s i b i l i t y o f P M - i n d u c e d m o r b i d i t y a n d m o r t a l i t y i n t h e h u m a n
p o p u l a t i o n T h e m o s t s e n s i t i v e m o d e l i n t h i s s t u d y , t h e M C T - i n d u c e d pu lm o n a r y
h y p e r t e n s i o n m o de l , s h o w e d po t e n t i a t e d c a r di a c e f f e c t s a n d im p a i r e d s u r v i v ab i l i t y f o l l o w i n g
a dm i n i s t r a t i o n o f R O F A A d d i t i o n a l l y , a n a l y s i s o f R O F A - i n du c e d E C G c h a n g e s i n M CT -
t r e a t e d a n im a l s s u g g e s t s t h a t l e t h a l i t y m a y o c c u r b y o n e o f tw o m e c h a n i s m s : 1 ) a s l o w ,
p r o g r e s s i v e m y o c a r d i a l i s c h em i a p o s s ib ly du e t o d e c r e a s e d g a s e x c h a n g e i n t h e i n f l a m e d a n d
e d e m a t o u s l u n g , o r 2 ) a n a b r u p t f a i l u r e o f t h e h e a r t d u e t o a c o n d u c t i o n - r e l a t e d f a t a l
a r r h y t h m i a A s b o t h m e c h a n i s m s i n v o l v e c a r d i a c fu n c t i o n , t h e s e da t a s u p p o r t
e p i d e m i o l o g i c a l fi n d i n g s o f c a r d i o v a s c u l a r m o r b i d i t y a n d m o r t a l i t y .
R O F A e x p o s u r e c a u s e d d e c r e a s e d T c o a n d H R , a n d i n c r e a s e d t h e f r e q u e n c y o f
c a r d i a c a r r h y t h m i c e v e n t s i n n o r m a l a n d c o m p r o m i s e d r a t m o d e l s T h e i n d u c e d
h y p o t h e r m i c r e s p o n s e w a s s im i l a r i n m a n y w a y s t o t h a t f o r o z o n e a n d c h l o r d i m e f o r m
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#e x p o s u r e a l t h o u g h R O F A di f f e r e d f r o m t h e s e t o x i n s b y t h e e l i c i t a t i o n o f a n a d d i t i o n a l
d e l a y e d r e s p o n s e A c e t y l c h o l i n e i n f u s i o n i n r a t s w a s a b l e t o i n du c e a r r h y t h m i a s a n d
b r a d y c a r d i a s im i l a r t o t h a t o b s e r v e d f o l lo w i n g R O F A i n s t i l l a t i o n , s u g g e s t i n g t h a t t h e c e n t r a l
n e r v o u s s y s t e m m a y p l a y a n im p o r t a n t r o l e i n t h e r o d e n t r e s p o n s e t o t o x i c a g e n t s F u r t h e r
i n v e s t ig a t i o n i n t o t h e n a t u r e o f t h e o b s e r v e d c a r d i a c a r r h y t h m i a s , h y p o t h e r m i c r e s p o n s e , a n d
t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e t w o i s e s s e n t i a l f o r a b e t t e r u n d e r s t a n d i n g o f x e n o b i o t i c t o x i c i t y
i n r o d e n t s
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,
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A r c o t SS, D W L i p k e , M N G i l l e s p i e , JW O l s o n A l t e r a t i o n s o f g r o w t h f a c t o r t r a n s c r i p t s i n
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S c h w a r t z J
,
D W D o c k e r y I n c r e a s e d m o r t a l i t y i n P h i l a d e l p h i a a s s o c i a t e d w it h d a i l y a i r
p o l l u t i o n c o n c e n t r a t i o n s A m e r i c a n R e v i e w of R e sp i r a t o r y D i s e a s e 1 4 5 : 6 0 0 - 6 0 4 , 1 9 9 2
Sc h w a r t z J
,
R M o r r i s A i r p o l l u t i o n a n d h o s p i t a l a d m i s s i o n s f o r c a r d i o v a s c u l a r d i s e a s e i n
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S e at o n A
,
W M a c N e e
,
K D o n a l d s o n , D G o d d e n P a r t i c u l a t e a i r p o l l u t i o n a n d a c u t e h e a l t h
e f f e c t s L a n c e t 3 4 5 : 1 7 6 - 17 %
,
1 9 9 5
S h r a n k H H , H H e im a n n , G D C l a y t o n , WM G a f a f e r , H W e x l e r A i r p o l l u t i o n i n D o n o r a ,
P A : e p i d e m i o l o g y o f a n u n u s u a l s m o g e p i s o d e o f O c t o b e r 1 9 4 8 F e d e r a l Se c u r i t y
A g e n c y , W a s h i n g t o n , D C Pu b l i c H e a l t h B u l l e t i n N o 3 0 6 , 1 9 4 9
S p i e g e lb e r g T , WK H o c h r a i n e r , D H o c h r a i n e r E f f e c t s o f N iO i n h a l a t i o n o n t h e a l v e o l a r
m a c r o p h a g e s a n d t h e h u m o r a l im m u n e s y s t e m o f r a t s E c o t o x i c o l o g y a n d
E n v i r o n m e n t a l Saf e ty 8 : 5 16 - 5 2 5 , 1 9 84
T a b a t a Y
,
Y I k a da E f fe c t o f t h e s i z e a n d s u r f a c e c h a r g e o f p o l y m e r m i c r o s p h e r e s o n t h e i r
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,
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,
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T hu r s t o n G D A c r i t i c a l r e v i e w o f P M l O- m o r t a l it y t im e - s e r i e s s t u d i e s J o u r n a l o f E x p o s u r e
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,
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,
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,
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W a t k i n s o n WP
,
M J C a m p e n , JY L y o n , JW H i g h f i l l , D L C o s t a I m p a c t o f t h e h y p o t h e r m i c
r e s p o n s e i n i n h a l a t i o n t o x i c o lo g y s t u d i e s A n n a l s o f t h e N e w Yo r k A c a d e my o f
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W a t k i n s o n WP
,
CJ G o r do n C a v e a t s r e g a r d i n g t h e u s e o f t h e l a b o r a t o r y r a t a s a m o de l f o r
a c u t e t o x i c o l o g i c a l s t u d i e s : m o du l a t io n o f t h e t o x i c r e s p o n s e v i a p h y s i o l o g i c a l a n d
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,
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,
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W o o d h o u s e P R , K T Sha w , M P l u m m e r , A F o l e y , T W M e a d e Se a s o n a l v a r i a t i o n o f p l a s m a
f ib r i n o g e n a n d f a c t o r V I I a c t i v i t y i n t h e e l de r l y : w i n t e r i n f e c t io n s a n d d e a t h f r o m
c a r d i o v a s c u l a r d i s e a s e L a n c e t 3 4 3 :4 3 5 - 4 3 9 , 1 9 94
W r i g ht JL , N H a r r i s o n , B W ig g s , A C hu r g Qu a r t z b u t n o t i r o n o x i d e c a u s e s a i r - f l o w
o b s t r u c t i o n
,
e m p h y s e m a , a n d s m a l l a i r w a y s l e s io n s i n t h e r a t A m e r i c a n R e v i e w s o f
R e sp i r a t o r y D i s e a s e 1 3 8 : 1 2 9 - 1 3 5 , 1 9 8 8
Y a n CC , R J H u x t a b l e Qu a n t i ta t i o n o f t h e h e p a t i c r e l e a s e o f m e t a b o l i t e s o f t h e p y r r o l i z i d i n e
a l k a l o i d
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A d d e n d u m A
A c e t y l c h o l i n e (A c h ) P r e l i m i n a r y S t u d y
T w o r a t s (6 0 d m a l e S p r a g u e - D aw l e y ) , o n e w h i c h h a d b e e n i n s t i l l e d 4 8 h o u r s p r io r
w it h 2 5 m g R O F A a n d o n e w h i c h h a d b e e n i n s t i l l e d w i t h s a l i n e , w e r e a n e s t h e t i z e d w i t h
u r e t h a n e a n d c a n n u l a t e d v i a t h e r i g ht j u g u l a r v e i n R a d i o t e l e m e t e r s w e r e a t t a c h e d
s u b c u t a n e o u s l y a n d u s e d t o c o l l e c t E C G s ig n a l s A c h (0 5 m g / m L ) w a s a dm i n i s t e r e d
t h r o u g h t h e c a n n u l a i n 3 x 0 1 m l i n c r e m e n t s , f o l l o w e d b y 0 2 m l , 0 4 m l , a n d 0 5 m l
i n f u s i o n s A n a v e r a g e t i m e o f t w o m i n u t e s w a s a l lo w e d b e t w e e n i n f u s io n s E C G
t r a c i n g s w e r e p r i n t e d o n a c h a r t r e c o r d e r (A s t r o - M e d , W e s t W a r w i c k , R I )
A c e t y l c h o l i n e i n f u s e d i n t r a v e n o u s l y i n d u c e d a v a r i e t y o f a r r h y t h m i a s (f i g u r e 1 7 ),
c o n s i s t i n g p r e d o m i n a n t l y o f M o b i t z t y p e I I A V b l o c k , t h e d u r a t i o n o f w h i c h a p p e a r e d
d o s e - r e l a t e d
,
a n d p r e m a t u r e c o n t r a c t i o n s s i m i l a r t o t h o s e o b s e r v e d i n R O F A i n s t i l l a t i o n
e x p e r i m e n t s T h i s r e s p o n s e w a s e l i c i t e d i n b o t h t h e R O F A - i n s t i l l e d a n d t h e s a l i n e -
i n s t i l l e d r a t s T h e s a l i n e - t r e a t e d a n i m a l s u f f e r e d a s e v e r e t a c h y a r r h y t h m i a f o l l o w i n g t h e
i n i t i a l do s e o f A c h T c o w a s n o t m e a s u r e d i n t h i s p i l o t s t u dy a s t h e a n i m a l s w e r e
a n e s t h e t i z e d T h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t b r a d y c a r d i a i n d u c e d b y x e n o b i o t i c s m a y b e
m e d i a t e d b y t h e p a r a s y m p a t h e t i c n e r v o u s s y s t e m , h o w e v e r , f u r t h e r r e s e a r c h w i l l b e
r e q u i r e d t o p r o p e r l y a s s e s s t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n x e n o b i o t ic e x p o s u r e , v a g a l
c o n d u c t i o n
,
a n d h y p o t h e r m i a D e t e r m i n a t i o n o f t h i s m e c h a n i s m i s im p o r t a n t f o r p r o p e r
p h y s io l o g i c a l m o d e l i n g o f t o x i c o k i n e t i c s a n d e x t r a po l a t i o n t o h u m a n r i s k a s s e s s m e n t
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A d d e n d u m B
A l t e r a t i o n s i n M C T - i n d u c e d H y p e r t e n s i o n b y P r e t r e a t m e n t w i t h S o d i u m
P e n t o b a r b i t a l
B a r b i t u r a t e s
,
c o m m o n l y u s e d a s a n e s t h e t i c s f o r a n im a l s u r g e r y , c a n i n d u c e P 4 5 0
i s o z y m e s A s M C T w a s u s e d t o p r o d u c e p u lm o n a r y h y p e r t e n s i o n i n r a t s t h a t h a d
p r e v i o u s l y u n d e r g o n e s u r g e r y i n w h i c h s o d i u m p e n t o b a r b i t a l w a s u s e d , t h i s p i l o t s t u d y
s o u g h t t o e x a m i n e t h e p o s s ib i l i t y t h a t s o d iu m p e n t o b a r b i t a l p o t e n t i a t e d t h e M C T - i n du c e d
p u lm o n a r y h y p e r t e n s i o n Sp r a g u e - D a w l e y r a t s (6 0 d ) w e r e a d m i n i s t e r e d p e n t o b a r b i t a l
(n = = 8 ; 5 0 m g /k g , ip ) o r s a l i n e (n = 8 ; 3 c c / r a t , ip ) , t h e n i n j e c t e d w i t h M C T (6 0 m g/ k g , ip )
o r s a l i n e (3 c c , ip ) a f t e r e l e v e n d a y s M C T w a s g i v e n t o h a l f (n = 4 ) o f t h e p e n t o b a r b i t a l -
do s e d a n im a l s a n d h a l f (n = 4 ) o f t h e s a l i n e - d o s e d a n im a l s A l l s u bj e c t s r e m a i n e d i n t h e
t e m p e r a t u r e , h u m i d it y , a n d l i g h t c o n t r o l l e d a n im a l c a r e f a c i l i t y , h o u s e d t w o p e r c a g e f o r
f o u r t e e n d a y s a t w h i c h t i m e t h e y w e r e s a c r i f i c e d Sa m p l e s c o l l e c t e d i n c lu d e d s e r u m
e n z y m e s , R V / L V S, a n d l u n g a n d b o d y w e i g h t s D a t a w e r e c o l l e c t e d a n d a v e r a g e d i n
g r o u p s a n d a n a l y z e d b y S t u d e n t
'
s t - t e s t
C o m p a r e d t o s a l i n e p r e t r e a t e d a n im a l s , a n i m a l s a d m i n i s t e r e d p e n t o b a r b it a l
e x h i b i t e d i n c r e a s e d l u n g w e i g ht s (L W /B W ; p < 0 15 ) a n d m o r t a l i t y (2 5% ; s m a l l n
p r e c l u d e s p s t a t i s t i c ) b u t n o t r ig ht v e n t r i c u l a r h y p e r t r o p h y i n M C T t r e a t e d a n im a l s
R V /L V S a n d L W /B W w e r e e l e v a t e d i n M CT a n im a l s c o m p a r e d t o s a l i n e i n j e c t e d
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c o n t r o l s P e n t o b a r b it a l i n t h e a b s e n c e o f M C T d i d n o t a f f e c t t h e m o n i t o r e d p a r a m e t e r s
S e r u m b i o m a r k e r s w e r e e l e v a t e d o n a n i n d i v i du a l b a s i s p r im a r i l y i n M C T - t r e a t e d r a t s ,
b u t du e t o c o n s i d e r a b l e v a r i a n c e w i t h i n t h e e x p e r i m e n t a l p o pu l a t i o n t h e s e o b s e r v at i o n s
w e r e n o t s i g n i f i c a n t T h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t p e n t o b a r b i t a l , a k n o w n i n d u c e r o f
h e p a t o c e l l u l a r P 4 50 i s o z y m e s , m a y e x a c e r b a t e t h e p u lm o n a r y d a m a g e c a u s e d b y M C T
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F i gu r e 1 . T y p i c a l E CXj c o m p l e x f o r h u m a n a n d r a t s h o w i n g im p o r t a n t d i a g n o s t i c i n t e r v a l s
an d w a v e d u r a t io n s . N o t e t he i s o e l ec t r ic S- T se gm e n t a n d i n i t i al Q - w a v e i n t h e h u m a n s i g n a l
w h i c h a r e a b se n t i n t h e r a t O t he r m aj o r d i f f e r e n c e s i n c l u d e i n c r e a s e d r a t e a n d s l o p i n g P -
w a v e i n t he r a t E CG .
F i g u r e 2 . Su r g i c a l p l a c e m e n t o f r a d i o t e l e m e t r y t r a n s m i t t e r . T r a n sm i t t e r E C G le a d s w e r e
s e c xi r e d i n t he s u bc u t a n e o u s re g i o n w h i le t h e b o d y o f t h e t r a n sm i t t e r w a s p l a c e d w i t h i n t he
p e r i t o n e a l c a v i t y .
V id e o M o n i t o r /
C ha r t R e c o r d e r F M C a s s e tt e
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I 1 I I 0 0
R e c e i v e r
E x po s u r e C ha m b e r
DD o n
C o m pu t e r
F i g u re 3 . D i a gr a m o f d a t a a c q u i s i t i o n s y s t e m . E a c h a n i m a l h o u s e d w i t h i n t he t e m p e r a t u r e - ,
h u m i d i t y - , a n d l i gh t - c o n tr o l l e d e x p o s u r e c h a m be r w a s im p l a n t e d w i t h a ra d i o t r a n s m i t t e r
w h i c h se n t i n f o r m a t io n o n H R , T c o . a n d E C G t o i n d i v i d u a l r e c e i v e r s . E a c h r e c e i v e r r e l a y e d
s i g n a l s t o t he c o n p u t e r t o a cq u ir e H R an d T c o d a t a , t o t he c h a r t r e c o r d e r f o r E C G p r i n t o u t s ,
a n d t o t h e t a p e r e c o r d e r t o s a v e c e r t a i n E C G s amp l e s f o r l a t e r c o m p o n e n t a n a l y s i s .
F i g u r e 4 . T h e r m o r e g u l a t o r y r e s p o n s e t o R O F A i n r a t s h o u s e d a t n o r m a l a m b i e n t t e m p e r a t u r e
( 2 1
- 2 4
° C ) . D a t a p r e s e n t e d a r e g r o u p m e a n v a l u e s a c q u i r e d a t t e n m i n u t e i n t e r v a l s a n d a v e r a g e d
t o h a l f h o u r t im e p o i n t s . S o l i d gr a y v e r t i c a l b a n d s i n d i c a t e d a r k pe r i o d s i n t h e e x p o s u r e c h a m b e r .
H o r i z o n t a l b a r s a t b o t t o m i n d i c a t e p e r i o d s o f s i gn i f i c a n t d i f e r e n c e f r o m c o n t r o l (T u k e y
'
s
A N O V A ; 0 = 0 . 0 5 ) .
F ig u r e 4
* ?
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Sa fi n e
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1 . 0 m g
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T im e (D a y )
F i gu r e 5 . T h e r m o r e g u l a t o r y r e sp o n s e t o R O FA i n r a t s h o u s e d a t c o l d a m b i e n t t e mp e r a t u r e
( 10 - 1 4
° C ) . D a t a p r e s e n t e d a r e g r o u p m e a n v a l u e s a c q u i r e d a t t e n m i n u t e i n t e r v a l s a n d a v e r a g e d
t o h a l f ho u r t im e p o i n t s . S o l i d g r a y v e r t i c a l b a n d s i n d i c a t e d a r k p e r i o d s i n t h e e x p o s u r e c h a m be r .
H o r i z o n t a l b a r s a t b o t t o m i n d i c a t e p e r i o d s o f s i g n i f i c a n t d if f e r e n c e f r o m c o n t r o l (T u k e y
'
s
A N O V A ; a = 0 . 0 5 ) .
F ig u r e 5
0 . 2 5 m g ROFA
2 3
T im e (D a y)
F i gu r e 6 . T h e r m o r e g u l a t o r y r e s p o n s e t o R O F A i n r a t s w i t h O j
- i n d u c e d p u lm o n a r y i n f l a m m a t io n .
D a t a p r e s e n t e d a r e g r o u p m e a n v a l u e s a c q u i r e d a t t e n m i n u t e i n t e r v a l s a n d a v e r a g e d t o h a l f h o u r
t im e p o i n t s . So l i d gr a y v e r t i c a l b a n d s i n d i c a t e d a r k p e r i o d s i n th e e x p o s u r e c h a m b e r . H o r i z o n t a l
b a r s a t b o t t o m i n d i c a t e p e r i o d s o f s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e f r o m c o n t r o l (T u k e y
'
s A N O V A ; a = 0 . 0 5 ) .
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T im e (D a y )
F i g u r e 7 . T h e r m o r e g u l a t o r y r e s p o n s e t o R O F A i n r a t s w i t h M CT - i n d u c e d p u l m o n a r y
h y p e r t e n s i o n a n d i n f l a m m a t i o n . D a t a p r e s e n t e d a r e g r o u p m e a n v a l u e s a c q u i r e d a t t e n m i n u t e
i n t e r v a l s a n d a v e r a g e d t o h a l f h o u r t im e p o i n t s . S o l i d g r a y v e r t i c a l b a n d s i n d i c a t e d a r k p e r i o d s i n
t h e e x p o s u r e c h a m be r . N o t e s t s o f s i g n i f i c a n c e w e r e p e r f o r m e d d u e t o l e t h a l i t i e s .
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F i g u r e 8 . C a r d i o v a s c u l a r r e s p o n s e t o R O F A i n r a t s h o u s e d a t n o r m a l a m b i e n t t e m p e r a t u r e
(2 1 - 2 4
' ' C ) . D a t a p r e s e n t e d a r e g r o u p m e a n v a l u e s a c q u i r e d a t t e n m i n u t e i n t e r v a l s a n d a v e r a g e d
t o ha l f h o u r t im e p o i n t s . So l i d g r a y v e r t i c a l b a n d s in d i c a t e d a r k p e r i o d s i n t h e e x p o s u r e c h a m b e r .
H o r i z o n t a l b a r s a t b o t t o m i n d i c a t e p e r i o d s o f s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e f r o m c o n t r o l (T u k e y
'
s
A N O V A ; 0 = 0 . 0 5 ) .
F ig u r e 8
4 5 0
4 0 0





T i m e (D a y )
F i gu r e 9 . C a r d i o v a s c u l a r r e s p o n s e t o R O F A i n r a t s h o u s e d a t c o l d a m b i e n t t e m p e r a t u r e
( 10 - 14
°
C ) . D a t a p r e s e n t e d a r e g r o u p m e a n v a l u e s a c q u i r e d a t t e n m i n u t e i n t e r v a l s a n d a v e r a g e d
t o h a l f h o u r t im e p o i n t s . S o l i d g r a y v e r t i c a l b a n d s i n d i c a t e d a r k p e r i o d s i n t h e e x p o s u r e c h a m be r .
H o r i z o n t a l b a r s a t b o t t o m i n d i c a t e p e ri o d s o f s i g n if i c a n t d i f f e r e n c e f r o m c o n t r o l (T u k e y
'
s
A N O V A ; a = 0 . 0 5 ) .
F ig u r e 9
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F i gu r e 10 . C a r d i o v a s c u l a r r e s p o n s e t o R O F A i n r a t s w i t h O j - i n d u c e d p u lm o n a r y i n f l a mm a t i o n .
D a t a p r e s e n t e d ar e g r o u p m e a n v a l u e s a c q u i r e d a t t e n m i n u t e i n t e r v a l s a n d a v e r a ge d t o h a l f h o u r
t im e p o i n t s . So l i d g r a y v e r t i c a l b a n d s i n d i c a t e d a r k p e r i o d s i n t h e e x p o s u r e c h a m be r . H o r i z o n t a l
ba r s a t b o t t o m i n d i c a t e p e r i o d s o f s i g n i fi c a n t d i f e r e n c e f r o m c o n t r o l (T u k e y
'
s A N O V A ; a = 0 . 0 5 ) .
F ig u r e 1 0









A i n S a l i n e
0 3 : S a lin e
A i r R O FA
0 3 : R 0 F A
0 4
T i m e ( D a y )
F i g u r e 1 1. C a r d i o v a s c u l a r r e s p o n s e t o R O F A in r a t s w i t h MC T - i n du c e d p u lm o n a r y h y p e r t e n s i o n
a n d i n fl a mm a t i o n . D a t a p r e s e n t e d a r e g r o u p m e a n v a l u e s a c q u i r e d a t t e n m i n u t e i n t e r v a l s a n d
a v e r a g e d t o h a l f h o u r t i m e p o i n t s . So l i d g r a y v e r t i c a l b a n d s i n d i c a t e d a r k p e r i o d s i n t h e e x p o s u r e
c h a m b e r . N o t e s t s o f s i g n i f i c a n c e w e r e p e r f o r m e d d u e t o l e t h a l i t i e s .
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F i g u r e 12 . E x a m p l e s o f l e s s s e ri o u s a r r h y t h m i a s o b s e r v e d fo l l o w i n g i n t r a t r a c h e a l
i n s t i l l a t i o n o f R O FA : A . R - R i n t e r v a l c h a n g e s . B . P r e m a t u r e a t ri a l c o n t r a c t i o n s .
C . Pr e m a t u r e v e n t ri c u l a r c o n t r a c t i o n s . D . Si n g l e sk i p p e d b e a t (A V b l o c k ) .
m I i I
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F i g u r e 1 3 . E x a m p l e s o f m o r e s e ri o u s c a r d i a c a r r h y t h m i a s o b s e r v e d f o l l o w i n g
i n t r a t r a c h e a l i n s t i l l a t i o n o f R O F A : A . B u n d l e b r a n c h b l o c k . B . M u l t i p l e p r e m a t u r e
c o n t r a c t i o n s . C . a n d D . M u lt i p l e s k i p p e d b e a t s .
F i g u r e 14 . F i r s t l e t h a l i ty s c e n a ri o : g r a d u a l c a r d i a c f a i l u r e d u e t o p r o g r e s s i v e h y p o x e m i a .
N o t e m a r k e d d e pr e s s i o n o f ST se gm e n t , s e v e r e b r a d y c a r d i a , a n d e v e n t u a l a s y s t o l e . S t ri p
r e c o r d i n g o f m e d i u m d o s e M CT - t r e a t e d a n i m a l . E a c h r o w r e p r e s e n t s a f o u r s e c o n d
s a m p l e , w i t h a t e n m i n u t e i n t e r v a l be t w e e n m o s t s a m p l e s .
K A T # 14 - M O N O C R O T A L I N E P L U S R O F A ( 1 . 0 m g , I T )
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F i g u r e 15 . Se c o n d l e t h a l i ty s c e n a ri o : i n d u c t i o n o f a b r u p t f a t a l c o n d u c t i o n - re l a t e d
a r r h y t hm i a . N o t e a p p a r e n t l y n o r m a l E CG w i t h a s s o c i a t e d
"
n o i s e
" w h i c h m a y be c a u s e d
b y e c t o p i c s t im u l a t i o n o r m y o c a r di a l c o n d u c t i o n d e f e c t s . H e a r t f a i l u r e i s s u d d e n , w i t h n o
p ri o r i n d i c a t i o n o f ST s e gm e n t d e p re s s i o n . St ri p r e c o r d i n g o f l o w d o se M C T - t r e a t e d
a n im a l . E a c h r o w r e p r e s e n t s a f o u r s e c o n d s am p l e , w i t h a t e n m i n u t e i n t e r v a l b e t w e e n
m o s t s a m p l e s .
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F i g u r e 16 . A c e t y l c h o l i n e - i n d u c e d a r r h y t h m i a s i n Sp r a g u e - D a w l e y r a t s .
A . N o r m a l E C G p r i o r t o A Ch i n fu s i o n . B . M o b i t z t y p e 11 A V b l o c k .
C . P r e m a t u r e v e n t r i c u l a r c o n t r a c t i o n s . D . Se v e r e t a c h y a r r hy th m i a .
T a b l e 1. G a s C h r o m a t o g r a p h i c A n a l y s i s o f R O F A C o n s t i t u e n t s
M i n e r a l A s h A n a l y s i s : O r ga n i c A n a l y s i s
So d i u m o x i d e 7 . 7 2%
M a gn e s i u m o x i d e 17 . 5 9%
A l u m i n u m o x i d e 0 . 94 %
Si l i c o n d i o x i d e 2 . 6 1%
Su l fi t e 4 4 . 04 %
P o t a s s i u m o x i d e 0 . 3 2%
C a l c i u m o x i d e 2 . 5 3%
T i t a n i u m o x i de 0 . 13 %
F e r ri c o x i d e 5 . 13 %
P h o sp h o r u s p e n t o x i d e 0 . 3 3%
V a n a d i u m pe n t o x i d e 5 . 8 2%
N i c k e l o x i d e 3 . 6 6 %
M a n g a n e s e d i o x i d e 0 . 0 4 %
L e a d o x i d e 0 . 0 7%
C a r b o n 1 . 20 %
H y dr o g e n 1. 2 9 %
N i t r o ge n < 0 . 5 0%
En do t o x i n c o n t e n t 2 . 5 0 p g /m g
M a s s m e a n a e r o d y n a m i c d i a m e te r
1 . 9 5 ± 0 . 18 pm
G e o n ^ t ri c m e a n
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19 ± 0 . 2 2
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T a b l e 2 . A r r h y t hm i c e v e n t s o b s e r v e d i n r a t s h o u s e d a t n o r m a l a m b i e n t t e m p e r a t u r e (2 1- 2 4
° C ) .
D a t a w e r e d e r i v e d fr o m c h a r t r e c o r d e r p r i n t o u t s a n d t a b u l a t e d f o r e a c h su bj e c t A r ri i y t hm i a s a r e
i n d i c a t e d b y t he f o l l o w i n g a b b r e v i a t i o n s :
r : R - R i n t e r v a l c h a n g e
b b : B u n d l e br a n c h b l o c k
be : B r a d y c i a r di a
b i : B i g e m i n y
v : Pr e m a t u r e v e n t r i c u l a r c o n t r a c t i o n
a : P r e m a t u r e a t r i a l c o n t r a c t i o n
a f : A t r i a l f l u t t e r
# : Sk i p p e d be a t s ; c o n s e c u t i v e a r r h y thm i a s a r e
c o m b i n e d b y a c o l o n (:)
s o M K WBfs s r
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T a b l e s . A r r h y t hm i c e v e n t s o b s e r v e d i n ra t s h o u s e d a t c o l d a m bi e n t t e m p e r a t u re ( 10 - W C ) . D a t a
w e re de ri v e d fr o m c h a r t r e c o r d e r p ri n t o u t s a n d t a b u l a t e d f o r e a c h s u bj e c t A r r h y t h m i a s a re i n d i c a t e d
b y t h e f o l l o w i n g a b bre v i a t i o n s :
r : R - R i n te r v a l c h a n g e
b b : B u n d l e br a n c h b l o c k
be : B r a dy c ar di a
bi : B i ge m in y
v : P r e m a t u re v e n t ri c u l a r c o n t r a c t i o n
a : P r e m a t u re a t ri a l c o n t r a c t i o n
a f : A tri a l fl u t te r
# : Sk i p p e d b e a t s ; c o n s e c u t i v e a r r h y t hm i a s a re
c o m b i n e d b y a c o l o n ( :)
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T a b l e 4 . A r r h y t hm i c e v e n t s o b s e r v e d i n r a t s w i t h O j - i n d u c e d p u lm o n a r y i n f l a m m a t i o n . D a t a w e r e
d e r i v e d f r o m c h a r t r e c o r d e r p r i n t o u t s a n d t a b u l a t e d f o r e a c h su bj e c t A r rh y thm i a s ar e i n d i c a t e d b y th e
fo l l o w i n g a b b r e v i a t i o n s :
r : R - R i n t e r v a l c h a n ge
b b : B u n d l e b r a n c h b l o c k
b e : B r a d y c a r d i a
b i : B i g e m i n y
v : P r e m a t u r e v e n t r i c u l a r c o n t r a c t i o n
a : P r e m a t u r e a t r i a l c o n t r a c t i o n
af : A t r i a l fl u t t e r
# : Sk i p pe d be a t s ; c o n s e c u ti v e a r r h y t h m i a s a r e
c o m b i n e d b y a c o l o n (:)
j v , v , v , v , a
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T a b l e 5 . A i r hy t hm i c e v e n t s o b s e r v e d i n r a t s w i t h M CT - i n d u c e d p u lm o n a r y h y p e r t e n s i o n a n d
i n fl a mm a t i o n . D a t a w e r e d e ri v e d fr o m c h a r t re c o r de r p ri n t o u t s a n d t a b u l a t e d f o r e a c h s u bj e c t
A r r hy t h m i a s a r e i n d i c a t e d b y t he f o l l o w i n g a b b re v i a t i o n s :
r : R - R i n t e r v a l c h a n g e
bb : B u n d l e b r a n c h b l o c k
b e : B ra d y c a r d i a
bi : B i ge m i n y
v : P r e m a t u re v e n t ri c u l ar c o n t r a c t i o n
a : P r e m a t u re a t ri a l c o n t r a c t i o n
a f : A t ri a l fl u t t e r
# : Sk i p p e d b e a t s ; c o n s e c u t i v e a r rh y thm i a s a re
c o m b i n e d b y a c o l o n (: )
